



Aus der Klinik für Strahlentherapie und Radioonkologie 










Experimentelle Evaluation der Bedeutung des 







D i s s e r t a t i o n s s c h r i f t 
 
zur Erlangung des akademischen Grades 
Doktor der Biomedizin 
Doctor rerum medicinalium (Dr. rer. medic.) 
vorgelegt 
der Medizinischen Fakultät Carl Gustav Carus 







































































































1    Einleitung .......................................................................................................... 1 
1.1 Klinischer Hintergrund ......................................................................................... 1 
1.2 Der PI3K/AKT-Signalweg in humanen Tumoren.................................................. 3 
1.3 Inhibitoren des PI3K/AKT-Signalweges ............................................................... 8 
1.4 Der PI3K/AKT-Signalweg und Strahlenresistenz von Tumoren ........................... 8 
1.4.1 Reoxygenierung .................................................................................................10 
1.4.2 Reparatur ...........................................................................................................11 
1.4.3 Repopulierung und Proliferation .........................................................................12 
1.5 Zielstellung .........................................................................................................13 
2    Material und Methoden ....................................................................................15 
2.1 Materialien .........................................................................................................15 
2.1.1 Chemikalien .......................................................................................................15 
2.1.2 Geräte ................................................................................................................17 
2.1.3 Materialien für die tierexperimentellen Untersuchungen .....................................18 
2.1.4 Antikörper...........................................................................................................18 
2.1.5 Lösungen und Puffer ..........................................................................................19 
2.1.6 Der PI3K-Inhibitor Bay 80-6946 ..........................................................................22 
2.2 Zelllinien .............................................................................................................22 
2.3 Zellkultur ............................................................................................................25 
2.3.1 Kultivierung der Zelllinien ...................................................................................25 
2.3.2 Kryokonservierung und Rekultivierung ...............................................................25 
2.3.3 Proliferationsassay .............................................................................................26 
2.3.4 Effekt von Bay 80-6946 auf die Phosphorylierung von AKT und GSK ................27 
2.3.5 Dauer des inhibitorischen Effektes von Bay 80-6946 auf die Phosphorylierung..28 
2.3.6 Koloniebildungsassay ........................................................................................28 
2.4 Experimentelle Untersuchungen im Tiermodell ..................................................29 
2.4.1 Wirt und Haltung ................................................................................................29 
2.4.2 Tumorbank und Transplantation .........................................................................30 
2.4.3 Tumorkonstanz ..................................................................................................31 
2.4.4 Tumorvolumenbestimmung ................................................................................31 
2.4.5 Bestrahlung in vivo .............................................................................................32 
2.4.6 Bestimmung der Wirksamkeit von Bay 80-6946 in vivo ......................................32 
2.4.6.1   Effekt von Bay 80-6946 auf das Tumorwachstum ..............................................32 
2.4.6.2   Kombination von Bay 80-6946 mit fraktionierter Bestrahlung .............................33 
2.4.7 Tumorentnahme .................................................................................................34 
2.4.8 Bestimmung der Tumorwachstumsverzögerung.................................................34 
2.4.9 Bestimmung des Körpergewichts der Versuchstiere ..........................................35 
2.4.10 Homogenisierung von Tumoren .........................................................................35 
2.5 Proteinbiochemische Untersuchungen ...............................................................36 
2.5.1 Proteinbestimmung ............................................................................................36 
2.5.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und Western Blot ....................................36 
 
 
2.6 Histologische Untersuchungen ...........................................................................39 
2.6.1 Fluoreszenzfärbung von Pimonidazol und CD31 ................................................39 
2.6.2 Hämatoxylin-Eosin (HE) -Färbung ......................................................................40 
2.6.3 Scannen von Tumorschnitten und Erstellung von Masken .................................40 
2.7 Gewinnung von Tumoren zur Untersuchung des PI3K/AKT-Signalweges        
unter fraktionierter Bestrahlung ..........................................................................41 
2.8 Bestrahlung ........................................................................................................42 
3    Ergebnisse........................................................................................................43 
3.1 Aktivierungsstatus des PI3K/AKT-Signalweges ..................................................43 
3.1.1 Aktivierungsstatus des PI3K/AKT-Signalweges in unbehandelten Tumoren .......43 
3.1.2 Der Aktivierungsstatus des PI3K/AKT-Signalweges während fraktionierter 
Bestrahlung ........................................................................................................48 
3.1.3 Expression von pAKT und lokale Tumorkontrolle nach fraktionierter     
Bestrahlung ........................................................................................................50 
3.2 Charakterisierung der Wirksamkeit des PI3K-Inhibitors Bay 80-6946 in vitro .....51 
3.2.1 Effekt von Bay 80-6946 auf die Proliferation .......................................................51 
3.2.2 Effekt von Bay 80-6946 auf die Phosphorylierung von AKT und GSK ................52 
3.2.3 Dauer des inhibitorischen Effektes von Bay 80-6946 auf die Phosphorylierung..54 
3.2.4 Effekt von Bay 80-6946 auf das klonogene Überleben .......................................54 
3.3 Charakterisierung der Wirksamkeit von Bay 80-6946 in vivo ..............................57 
3.3.1 Effekt von Bay 80-6946 auf die Tumorwachstumsverzögerung ..........................57 
3.3.2 Effekt von Bay 80-6946 in Kombination mit Bestrahlung ....................................69 
3.3.3 Einfluss der Applikation von Bay 80-6946 auf das Gewicht der Tiere .................74 
3.3.4 Effekt von Bay 80-6946 auf Parameter des Tumormikromilieus .........................75 
4    Diskussion ........................................................................................................79 
4.1 Untersuchung des Aktivierungsstatus des PI3K/AKT-Signalweges in    
Korrelation mit radiobiologischen Parametern in HNSCC-Experimentaltumoren 80 
4.2 Bestimmung der Wirksamkeit eines selektiven PI3K-Inhibitors in HNSCC-
Zelllinien in vitro .................................................................................................86 
4.3 Bestimmung der Wirksamkeit eines selektiven PI3K-Inhibitors und des  
Einflusses auf radiobiologische Parameter in vivo ..............................................89 
4.4 Klinische Bedeutung der Ergebnisse und Ausblick .............................................95 
5    Zusammenfassung ..........................................................................................97 
6   Summary ......................................................................................................... 100 
Literaturverzeichnis ........................................................................................................ 103 
Bilderverzeichnis ............................................................................................................ 113 






Aq. dest. destilliertes Wasser 
ATCC American Type Culture Collection 
ATP Adenosintriphosphat 
BAD Bcl-2-associated death promoter  
BCA Bicinochoninic acid 
CA Carcinoma 
DMSZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
DNA-PK DNA-abhängige Proteinkinase 
DNA-PKcs DNA-abhängige Proteinkinase catalytic subunit 
DSB Doppelstrangbrüche 
EGFR Epidermal growth factor receptor 
ESCC Esophageal squamous cell carcinoma 
Foxo Forkhead 
GSK3β Glykogen Synthase Kinase 3β  
HE Hämatoxylin-Eosin 
HIF Hypoxie-induzierter Faktor 
HNSCC Head and neck squamous cell carcinoma 
HPV Humane Papillomaviren 





MAPK Mitogen-activated protein kinase 
MDM2 Mouse double minute 2 homolog  
mTOR Mammalian target of rapamycin 
n.d. nicht definiert 
NF  Necrotic fraction 
NF-кB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 
NHEJ Non homologues End-Joining 
NPC Nasopharyngeal cancer 
NSCLC Non-small cell lung cancer 
OER Oxygen Enhancement Ratio 
pAKT phosphoryliertes AKT 
 
 
PDK Phosphoinositide-abhängige Kinase 
PE Platierungseffizienz 
PF Fraction of perfused vessels 
PH Pleckstrin Homologie  
pHF Pimonidazol hypoxische Fraktion 
PI3K Phosphatidylinositol-3-kinase 
PIP3 Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat  
PKB Proteinkinase B 
PTEN Phosphatase und Tensin homolog 
RAS Rat sarcoma viral oncogene homolog 
RTK Rezeptor-Tyrosinkinasen  




SGD Specific growth delay 
SNP Single Nucleotide Polymorphism 
SPF Spezifisch pathogenfrei 
STR Short tandem repeats 
TCD50 Tumor control dose 50 % 
TE Tumorextirpation 
TGD Tumour growth delay 
TGT Tumour growth time 
Thr Threonin 
UKD Universitätsklinikum Carl Gustav Carus Dresden 
VDT Volume doubling time 
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor  










1.1 Klinischer Hintergrund 
Über 490.000 Menschen sind im Jahr 2012 in Deutschland an Krebs erkrankt (Robert-
Koch-Institut, 2012). Etwa halb so viele Menschen sind im selben Zeitraum an ihrer 
onkologischen Erkrankung verstorben, was beinahe jedem vierten Todesfall in 
Deutschland entspricht. In den kommenden Jahren ist aufgrund der zunehmenden 
Lebenserwartung mit einem Anstieg der Krebsneuerkrankungen zu rechnen. Die 
Heilungschancen unterscheiden sich dabei sehr stark nach der Tumorentität, nur etwa 
50 % der Erkrankten werden dauerhaft geheilt (Bertz et al., 2010). 
Die Therapie onkologischer Erkrankungen wird von den drei Säulen Chirurgie, Strahlen-
therapie und antineoplastische Chemotherapie getragen. Welche Therapieform gewählt 
wird, hängt sowohl von der Tumorentität als auch dem Tumorstadium ab. Nur selten wird 
eine alleinige Therapieform eingesetzt, meist wird ein multimodaler Ansatz gewählt. Die 
Kombination aus Chirurgie und Strahlentherapie spielt beim kurativen Ansatz, also dem 
Therapieziel der Heilung des Patienten, die wichtigste Rolle. Im Gegensatz dazu steht bei 
einem palliativen Therapieziel häufig die antineoplastische Chemotherapie in Kombination 
mit einer Strahlentherapie im Vordergrund. In der Palliation sind die wichtigsten Ziele die 
Linderung von Schmerzen und anderen Beschwerden, da eine Operation den Erkrankten 
häufig nicht mehr zuzumuten ist (Blatt-Bodewig, 2012). Bestrahlt werden bei palliativen 
Patienten vor allem Knochenmetastasen, die zu Schmerzen oder Lähmungen führen 
können, Hirntumoren oder –metastasen, sowie Tumoren oder Metastasen der Lunge, die 
Atemnot zur Folge haben (Lutz et al., 2011; Rodrigues et al., 2011). Etwa 50 % aller 
onkologischen Patienten werden im Laufe ihrer Erkrankung strahlentherapeutisch 
behandelt (Begg et al., 2011). 
Die Strahlentherapie wird seit über 100 Jahren zur Behandlung onkologischer Patienten 
eingesetzt. Aufgrund der kurzen Eindringtiefen der anfangs verwendeten Röntgenstrahlen 
wurden zunächst nur oberflächliche Hauttumore bestrahlt. Die Nebenwirkungen waren 
ausgeprägt und limitierten die Therapie. Ab den 1960er Jahren erlaubte die Entwicklung 
von Linearbeschleunigern die Ausweitung der bestrahlten Tumorentitäten, so dass auch 
tieferliegende Karzinome behandelt werden konnten (Bernier et al., 2004b). Weitere 
Optimierungen bei der Strahlentherapie konnten in den folgenden Jahren durch den 
Einsatz bildgebender Verfahren, der Einführung von Hochpräsizionstherapie und 
Stereotaxie sowie intensitätsmodulierter Strahlentherapie erzielt werden (Sack, 2009). 
Verstärkte Forschungen im Bereich der Strahlenbiologie erweiterten gleichzeitig das 
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Wissen um die biologische Wirkung verschiedener Strahlenarten und ermöglichten in 
Kombination mit den verbesserten technischen Möglichkeiten neue Therapiekonzepte, die 
zu einer höheren Dosis im Tumor bei gleichzeitiger Schonung des Normalgewebes 
führten und so die Zahl und Intensität der Nebenwirkungen stark senken konnten (Thariat 
et al., 2013).  
Eine Tumorentität, die in Deutschland mit 10.000 Neuerkrankungen pro Jahr eher selten 
vorkommt (Bertz et al., 2010), weltweit aber die sechsthäufigste Malignomerkrankung 
darstellt, sind die Kopf-Hals-Karzinome (HNSCC – Head and Neck Squamous Cell 
Carcinoma). Unter diesem Begriff werden maligne Tumoren im Bereich der Mundhöhle 
(Lippe, Zunge, Mundboden, Gaumen, Speicheldrüsen), Nasenhöhle, Kieferhöhle, 
Nasopharynx, Hypopharynx, Oropharynx, Larynx und der Schilddrüse zusammengefasst 
(Wittekind et al., 2005). Etwa 90 % der Kopf-Hals-Karzinome sind 
Plattenepithelkarzinome, also Tumoren, die aus Epithelzellen der Haut und Schleimhaut 
hervorgehen. Die Ätiologie liegt vor allem im Tabak- und Alkoholkonsum, wobei der 
Alkohol als Co-Karzinogen wirkt und die karzinogene Wirkung verschiedener im Tabak 
enthaltener Substanzen verstärkt (John und Hanke, 2002). Ein Viertel aller Kopf-Hals-
Karzinome sind allerdings auf andere Ursachen zurückzuführen: Sonnen-Exposition bei 
Lippen-Tumoren und berufliche Holzstaubexposition bei Nasopharynx-Tumoren. Vor 
allem wird aber eine virale Genese mit humanen Papillomaviren diskutiert (D'Souza et al., 
2007; Bertz et al., 2010). Das Durchschnittsalter der Patienten bei Diagnosestellung liegt 
bei Anfang 60, wobei überwiegend Männer betroffen sind. Die Prognose unterscheidet 
sich nach dem Primärtumor und dem Tumorstadium. Im Durchschnitt lag das 
5-Jahresüberleben in den Jahren 2000-2004 bei Mundhöhlen- und Pharynxkarzinom bei 
Männern bei 47 %, bei Frauen bei 55 %. Die geschlechtsspezifischen Unterschiede sind 
auf eine höhere Inzidenz prognostisch ungünstiger Pharynxkarzinome bei Männern 
zurückzuführen. Beim Larynxkarzinom lag das 5-Jahresüberleben bei 60 % (Bertz et al., 
2010). 
Trotz verbesserter Diagnose und Therapiestrategien hat sich die Prognose in den letzten 
Jahrzehnten nur geringfügig verbessert. Die Therapie der Kopf-Hals-Karzinome hängt von 
der Tumorlokalisation und -ausdehnung ab. Ein wichtiges Therapieziel stellt der 
Organerhalt dar. In frühen Stadien (T1-2), in denen etwa 30 % der Tumore diagnostiziert 
werden, kann eine alleinige Operation oder Strahlentherapie zur Heilung führen (Argiris et 
al., 2008). Eine Invasion des Tumors in die Halsschlagader, die Schädelbasis oder die 
prävertebrale Muskulatur limitiert hingegen einen chirurgischen Eingriff. In späteren 
Stadien ist meist ein multimodaler Therapieansatz notwendig. Lange Zeit wurde eine 
radikale Tumorresektion mit anschließender (postoperativer) Bestrahlung eingesetzt, die 
aber oftmals zu erheblichen Funktionseinschränkungen führte. Eine neuere 
Therapieoption bei Kopf-Hals-Karzinomen stellt die simultane Behandlung mit Radio- und 
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Chemotherapie, die Radiochemotherapie, dar. Postoperativ erwies sich die 
Radiochemotherapie der alleinigen Radiotherapie in Bezug auf progressionsfreies 
Überleben und lokoregionäre Kontrolle in randomisierten Phase III-Studien als überlegen 
(Bernier et al., 2004a; Cooper et al., 2004). Auch bei inoperablen HNSCC-Tumoren war 
dieses Therapieregime der Radiotherapie bezogen auf das Gesamtüberleben überlegen 
(Calais et al., 1999; Denis et al., 2004). Eine Metaanalyse aus dem Jahr 2006 mit 
insgesamt 10.225 Patienten in 32 Studien bezifferte die Verlängerung des 
Gesamtüberlebens auf 12 Monate, wenn zusätzlich zu einer Radiotherapie eine simultane 
Chemotherapie gegeben wurde (Budach et al., 2006). Als Zytostatika werden bei der 
Radiochemotherapie, mit abnehmender Lebensverlängerung, 5-Fluorouracil, Cisplatin, 
Carboplatin und Mitomycin C eingesetzt. Bei Patienten, bei denen diese Arzneimittel 
aufgrund von Begleiterkrankungen kontraindiziert sind, kann alternativ der monoklonale 
Antikörper Cetuximab eingesetzt werden (Bonner et al., 2006). Ein Nachteil der 
simultanen Radiochemotherapie ist die erhöhte akute und chronische Toxizität. So 
verdoppelte sich bei Cooper et al. die Zahl der akuten Nebenwirkungen von Schweregrad 
3 und 4 von 34 % bei Patienten unter Radiotherapie auf 77 % bei Patienten unter 
Radiochemotherapie (P<0.001) (Cooper et al., 2004).  
In den letzten Jahren ist die Behandlung von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren verbessert 
worden. Erhebliche Funktionseinschränkungen wie der Verlust der Sprache, der Zähne 
oder Schluckstörungen konnten stark verringert werden. Technische Verbesserungen bei 
der Strahlentherapie, Erkenntnisse aus der strahlenbiologischen Forschung und aus 
klinischen Studien zur optimierten Kombination mit Chemotherapeutika haben die 
Überlebenszeit der Patienten verlängert. Die lokale und distante Tumorkontrolle stellt trotz 
verbesserter Therapiemöglichkeiten jedoch weiterhin ein Problem dar. So treten nach 
simultaner Radiochemotherapie bei etwa 50 % der Patienten lokoregionäre Rezidive oder 
Fernmetastasen auf (Budach et al., 2005). Dies trägt maßgeblich dazu bei, dass das 
5-Jahres-Überleben bei Patienten mit Kopf-Hals-Karzinom bei nur etwa 60 % liegt (Bertz 
et al., 2010). Da eine Dosisintensivierung der Strahlentherapie aufgrund der ausgeprägten 
Toxizität nur begrenzt möglich ist, müssen neue Behandlungsstrategien, vor allem mit 
systemischer Wirkung, erforscht werden (Giaccia, 2014). 
1.2 Der PI3K/AKT-Signalweg in humanen Tumoren 
Die Entstehung von Tumoren ist ein komplexes Geschehen. Auch wenn die 
verschiedenen Tumorentitäten sich mitunter stark voneinander unterscheiden, einen die 
Tumorzellen bestimmte Merkmale: die Fähigkeit, den programmierten Zelltod, die 
Apoptose, zu umgehen, genetische Instabilität, eine abnormale Zell-Zell-Kommunikation, 
Gewebeinvasion und Metastasenbildung, Angiogenese, die Unabhängigkeit von externen 
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Wachstumssignalen und die Eigenversorgung mit wachstumsstimulierenden Faktoren 
(Hanahan und Weinberg, 2011). Viele verschiedene, sich gegenseitig beeinflussende 
Signalwege nehmen Einfluss auf diese Prozesse. Ein Signalweg, dessen Gene in 
Tumoren am häufigsten mutieren, der über Wachstumssignale reguliert wird und der die 
Zellproliferation und das Zellüberleben beeinflusst, ist der Phosphatidylinositol-3-
kinase/AKT-Signalweg (Thorpe et al., 2015). Die zentralen Moleküle des Signalweges 
sind die zwei Kinasen Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) und die Proteinkinase B, die 
auch als PKB oder AKT bezeichnet wird.  
 
Abbildung 1.1:  Der Phosphatidylinositol-3-kinase/AKT-Signalweg. 
Kinasen sind Enzyme, die Phosphatgruppen von einem Nukleosidtriphosphat auf ein 
Substrat übertragen und es dadurch aktivieren. Die Phosphatidylinositol-3-kinasen sind 
eine Familie von Enzymen, die in der Lage sind, die Phosphorylierung der 3‘-OH Position 
des Inositolrings von Phosphatidylinositolen, einer Gruppe von Phospholipiden, die 
aufgrund ihrer Lipophilie in der Zellwand lokalisiert sind, zu katalysieren. Die PI3K werden 
entsprechend ihrer Primärstruktur und Funktion in drei funktionelle Gruppen eingeteilt, die 
aus acht Isoformen bestehen (Vanhaesebroeck et al., 2010). Die Klassen II und III PI3K 
scheinen für die Onkologie keine relevante Rolle zu spielen bzw. ihre Funktion ist noch 
nicht ausreichend erforscht. Die Klasse I PI3K sind heterodimere Moleküle, die aus einer 
regulatorischen und einer von vier (α, β, γ, δ) etwa 110 kDa langen katalytischen 
Untereinheit bestehen. Diese fünf regulatorischen Untereinheiten bestimmen die 
Zugehörigkeit zu den zwei Familien IA und IB. Die regulatorischen Untereinheiten der 
Familie IA sind p85α, p85β, p55α, p55β und p50α, die der Familie IB p101 und p84/p87. 
Die Klasse I PI3K katalysieren in vivo Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat zu 
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3). Im Folgenden wird nur die Gruppe IA 
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betrachtet, da sie bei der Onkogenese die wichtigste Rolle spielt (Marone et al., 2008; 
Courtney et al., 2010). 
Die Aktivierung von PI3K erfolgt nach Autophosphorylierung einer intrazellulären 
Tyrosinkinasedomäne vermittelt durch einen in der Zellmembran verankerten Rezeptor. 
Stimuliert wird der Rezeptor ligandenunabhängig oder ligandenabhängig durch 
Wachstumsfaktoren, Entzündungsmediatoren, Hormone, Neurotransmitter, Immun-
globuline, Antigene oder ionisierende Strahlen (Hawkins et al., 2006). Die Rezeptor-
Tyrosinkinasen (RTK) rekrutieren daraufhin eine inaktive PI3K aus dem Zytoplasma zur 
Zellmembran. Die regulatorische Untereinheit von PI3K, p85, p55 oder p50, besitzt zwei 
SH2-Domänen, welche dann mit hoher Affinität an Phosphotyrosin-Reste der RTK binden 
(Vadas et al., 2011). Ein alternativer Weg der Aktivierung von PI3K kann über aktiviertes 
RAS (Rat sarcoma viral oncogene homolog) erfolgen, welches, ebenfalls an der 
Zellmembran lokalisiert, die katalytische Domäne von PI3K binden und aktivieren kann 
(Gupta et al., 2007). Die so aktivierte PI3K liegt an der inneren Zellmembran nun auch in 
räumlicher Nähe zu ihrem Substrat, dem Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat, welches sie 
unter Verbrauch von ATP zu Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3) phosphoryliert. 
Ein wichtiges Enzym, welches diese Phosphorylierung rückgängig machen kann, ist die 
Phosphatase PTEN (Phosphatase und Tensin homolog). PTEN wird auch als 
Tumorsuppressor bezeichnet, da es als Regulator in diesem in Tumorzellen häufig 
hochregulierten Signalweg fungiert. Die Aktivierung von PIP3 führt zur Rekrutierung von 
Proteinen, welche eine Pleckstrin-homologe (PH) –Domäne enthalten, an die Membran. 
Zu diesen gehört die Gruppe der drei Proteinkinasen B (α, β, γ), welche auch als AKT1, 
AKT2 und AKT3 bezeichnet werden. Nach Bindung der PH-Domäne an PIP3 wird AKT 
phosphoryliert, zunächst von der Phosphoinositide-abhängigen Kinase 1 (PDK1) an der 
Aminosäure Threonin308 (Thr308), dann von einer Phosphoinositide-abhängigen 
Kinase 2 (PDK2) an der Aminosäure Serin473 (Ser473) (Vadas et al., 2011). Die 
wichtigsten PDK2 sind der rictor-mTOR Komplex 2 (mammalian target of rapamycin) und 
die DNA-abhängige Proteinkinase catalytic subunit (DNA-PKcs) (Bozulic et al., 2008). 
Vollständig aktiv ist AKT erst, wenn sowohl Thr308 als auch Ser473 phosphoryliert sind. 
Das zweifach phosphorylierte AKT wandert daraufhin von der Zellmembran zum 
Zytoplasma und zum Zellkern, wo es zahlreiche Zielmoleküle aktiviert. 
Die biologischen Konsequenzen der Aktivierung, die für die Onkogenese relevant sind, 
äußern sich in verbessertem Überleben, Zunahme der Proliferation (Zellzahl) und des 
Wachstums (Zellgröße). Die Signalwege, auf die AKT Einfluss nimmt, sind vielfältig, so 
dass an dieser Stelle nur einige wichtige Zielmoleküle genannt werden. Über die Inhibition 
von Forkhead (Foxo) und BAD (Bcl-2-associated death promoter), beides Transkriptions-
faktoren, welche Mediatoren der Apoptose und des Zell-Zyklus-Arrestes sind, werden die 
Proliferation und das Überleben beeinflusst. Auf NF-кB, welches das Überleben trotz 
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apoptotischer Stimuli fördert, hat AKT einen positiven Einfluss und es hemmt p53, 
welches als pro-apoptotischer Tumor-Suppressor fungiert.  Durch Phosphorylierung eines 
glykolytischen Enzyms, der Glykogen Synthase Kinase 3β (GSK3β), wird die Glykolyse 
stimuliert. Über Aktivierung von mTORC1 wird die Translation verstärkt (Shaw und 
Cantley, 2006). Auch eine Beteiligung des Signalweges an Invasion und Metastasierung 
konnte in Untersuchungen gezeigt werfen (Rychahou et al., 2008). 
Alterationen im PI3K/AKT-Signalweg sind häufig in menschlichen Tumoren zu finden. Ihre 
Bedeutung für die Onkogenese konnte unter anderem in Experimenten mit transgenen 
Mäusen gezeigt werden (Trotman et al., 2003). So kann die Aktivierung des Signalweges 
eine Folge von Mutationen in den Genen PIK3CA (dem kodierenden Gen für die PI3K 
Untereinheit p110α), AKT1 oder PTEN, von Genamplifikationen in den Genen PIK3CA, 
AKT1 und AKT2, oder des Verlustes der Expression des Tumorsuppressorgens PTEN 
sein. Alterationen in den AKT kodierenden Genen kommen seltener vor, Mutationen in 
PIK3CA dafür in bis zu 30 % aller Brust-, Colon- oder Prostata-CA. Der Verlust von PTEN 
stellt die häufigste Änderung in diesem Signalweg dar – in 37 % der Lungen-CA, in 
40-50 % der Brust-CA und in 75 % der Glioblastomen (Sanger, 2014). Für HNSCC 
konnten in einer Studie mit 150 Tumoren etwa 30 % Alterationen im PI3K/AKT-Signalweg 
gezeigt werden, womit er der Signalweg mit der höchsten Mutationsrate in dieser 
Tumorentität ist (Lui et al., 2013). Alle Tumoren dieser Studie, die mehrfache Mutationen 
in diesem Signalweg aufwiesen (n=10), waren fortgeschrittene Tumoren im Stadium IV. 
Eine andere Studie untersuchte den Mutationsstatus von PI3KCA in 115 HNSCC und 
fand eine Mutationsrate von 37 % (Pedrero et al., 2005). Stransky et al. untersuchten 76 
HNSCC und zeigten Mutationen von PTEN in 7 % und von PIK3CA in 8 % der Tumoren 
(Stransky et al., 2011). In einer weiteren Untersuchung lag der Fokus auf PI3KCA-
Mutationen im Zusammenhang mit dem HPV-Status in Oropharynx-CA. Die Autoren 
fanden in 10 % der HPV-negativen Tumoren eine Mutation, bei den HPV-positiven sogar 
in 28 % (Nichols et al., 2013). 
Ein weiterer Effekt des PI3K/AKT-Signalweges, der im Zusammenhang mit der 
Strahlenresistenz von Tumoren eine wichtige Rolle spielt, ist der Einfluss auf das 
Tumormikromilieu. Das Tumormikromilieu beschreibt die speziellen Umgebungs-
bedingungen von Tumorzellen in soliden Tumoren im Organismus und ist bedingt durch 
das Tumorstroma und den Tumormetabolismus.  
Das Tumormikromilieu ist unter anderem geprägt durch Hypoxie, eine Unterversorgung 
der Zellen mit Sauerstoff. Man unterscheidet die chronische von der akuten Hypoxie 
(Wouters und Koritzinsky, 2009). Die chronische Hypoxie entsteht in Zellen, die sich in 
weiter Entfernung zum nächsten Blutgefäße befinden. Über diese Distanz kann der 
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Sauerstoff nicht mehr diffundieren, was etwa einer Entfernung von 200 µm entspricht 
(Wilson und Hay, 2011). Bereiche chronischer Hypoxie sind häufig im Randbereich von 
Nekrosen zu finden. Die akute Hypoxie entsteht als Folge des pathologischen 
Blutgefäßnetzes, welches in Tumoren gebildet wird. Es zeichnet sich aus durch unreife, 
undichte und fragile Blutgefäße, die temporär, z.B. durch Thromben, verschließen und die 
sie umgebenden Zellen nicht mehr mit Sauerstoff versorgen. Die wichtigsten an der 
Regulation des Gefäßsystems beteiligten Faktoren sind der Vascular Endothelial Growth 
Factor (VEGF) sowie der Hypoxie-induzierte Faktor 1 (HIF-1). HIF-1 ist ein 
Transkriptionsfaktor, der aus den zwei Untereinheiten HIF-1α und HIF-1β besteht. Nach 
Dimerisierung ist er in der Lage, an die DNA zu binden und die Transkription diverser 
Gene, die einen positiven Einfluss auf Angiogenese, Glucose-Metabolismus, 
Proliferation/Überleben und Invasion/Metastasie-rung haben, zu aktivieren (Semenza, 
2003; Keith et al., 2012). Die Expression von HIF-1 ist sorgfältig reguliert. Die HIF-1α 
Synthese wird bestimmt durch Sauerstoff-unabhängige Mechanismen, während der 
Abbau durch Sauerstoff-abhängige Mechanismen bedingt ist. Ist die Zelle ausreichend mit 
Sauerstoff versorgt, wird HIF-1α schnell abgebaut, herrscht Hypoxie, wird er stabilisiert 
und die Transkription der Faktoren, die zu einer verbesserten Sauerstoffversorgung 
führen, gestartet. Sauerstoff-unabhängige Mechanismen, die zu einer erhöhten HIF-1α 
Synthese führen, sind Folge einer Stimulation des MAPK (mitogen-activated protein 
kinase) –Signalweges oder des PI3K/AKT-Signalweges. Es konnte gezeigt werden, dass 
eine Inhibition von mTOR durch Rapamycin die HIF-1α Synthese senkt (Laughner et al., 
2001). Ein wichtiger Faktor, dessen Transkription durch HIF-1 bestimmt wird, ist VEGF. 
VEGF spielt eine zentrale Rolle bei der Angiogenese, der Bildung neuer Blutgefäße, die 
für die Sauerstoffversorgung wachsender Tumoren essentiell sind. Hypoxische Tumoren 
zeigen außerdem eine verstärkte Neigung zu Invasion und Metastasierung (Bertout et al., 
2008). Für viele Tumorentitäten belegen klinische Studien ein schlechteres Ansprechen 
hypoxischer Tumoren auf die Therapie - unabhängig von der Art der Behandlung 
(Overgaard, 2007; Horsman et al., 2009). 
Overgaard et al. kombinierten in einer Studie mit 422 Patienten den Radiosensitizer 
Nimorazol mit Strahlentherapie und zeigten sowohl eine verbesserte lokoregionale 
Kontrolle unter Nimorazol als auch eine Reduktion der Tumor-assozierten Todesfälle 
(Overgaard et al., 1998). Die prognostische Bedeutung der Hypoxie für das 
Gesamtüberleben von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren konnten Nordsmark et al. an 
397 Patienten zeigen (Nordsmark et al., 2005). Sie ermittelten polarographisch den 
prätherapeutischen Sauerstoffgehalt der Tumoren und zeigten ein verbessertes 
Gesamtüberleben für die Gruppe mit den weniger hypoxischen Tumoren.  
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1.3 Inhibitoren des PI3K/AKT-Signalweges 
Inhibitoren des PI3K/AKT-Signalweges werden in der präklinischen Forschung schon seit 
Jahren eingesetzt. Ein für diese Indikation zugelassener Arzneistoff ist jedoch bis heute 
nicht auf dem Markt erhältlich. Mehr als 50 Inhibitoren werden derzeit in klinischen 
Studien getestet (Rodon et al., 2013). Entsprechend ihrem Zielmolekül werden die 
Substanzen unterteilt in PI3K-, AKT-, mTOR- sowie duale PI3K-mTOR-Inhibitoren 
(Engelman, 2009). PI3K-Inhibitoren werden unterschieden in Isoform-spezifische- und 
Pan-PI3K-Inhibitoren. Erstere hemmen nur einzelne Untereinheiten der Klasse IA PI3K, 
während die Pan-PI3K-Inhibitoren die gesamte Klasse IA PI3K hemmen. Zu den 
Inhibitoren der ersten Generation, die vor allem zu in vitro Untersuchungen genutzt 
wurden, gehören Wortmannin, eine aus Pilzen isolierte Substanz, die selektiv an p110α 
bindet, in Tierversuchen aber eine hohe Lebertoxizität zeigte, sowie der erste synthetisch 
hergestellte Inhibitor LY294002, der wie Wortmannin nur geringe Spezifität zeigt und 
zahlreiche weitere Kinasen hemmt (Wagener und Müller, 2010).  
Auf die Tumor-spezifischen Wirkungen der Inhibitoren wird noch im Einzelnen 
eingegangen, an dieser Stelle sollen kurz einige Ergebnisse der ersten klinischen Studien 
genannt werden. Ein Einsatz als Monotherapie bei Patienten mit Tumoren, die eine 
Aktivierung des PI3K-Signalweges zeigten, war bislang wenig erfolgreich. In einem 
Großteil der derzeit durchgeführten klinischen Studien werden daher 
Kombinationstherapien mit Chemotherapien oder monoklonalen Antikörpern getestet. Da 
die einzelnen Gruppen der Inhibitoren sich in ihren biologischen Effekten unterscheiden, 
könnte ein spezifischer Einsatz nach Tumorentität, Genotyp oder therapeutischem Index 
sinnvoll sein (Rodon et al., 2013). Die Toxizität der Substanzen äußert sich vor allem in 
Hyperglykämie, gastrointestinalen Beschwerden und Stomatitis, welche unter der 
entsprechenden Supportivtherapie aber tolerabel zu sein scheinen. Die Hyperglykämie ist 
bedingt durch den Wirkmechanismus, da PI3K eine wichtige Rolle im Insulin-Signalweg 
einnimmt. 
1.4 Der PI3K/AKT-Signalweg und Strahlenresistenz von Tumoren 
Welche klinische Bedeutung eine Hochregulation des PI3K/AKT-Signalweges für das 
Ansprechen von Tumoren auf eine Strahlentherapie hat, ist noch weitgehend ungeklärt. 
Verschiedene Studien haben die Prognose von Patienten mit PI3K/AKT-aktivierten 
Tumoren unabhängig von der Therapie untersucht. Eine Mehrheit der Studien bei 
Patienten mit Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich (HNSCC) zeigt eine 
Korrelation zwischen hoher Expression von phosphoryliertem AKT (pAKT) und 
verminderter lokaler Tumorkontrolle oder verkürzter Gesamtüberlebenszeit (Gupta et al., 
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2002; Lim et al., 2005; Massarelli et al., 2005; Yu et al., 2007). Für 147 Patienten mit 
HNSCC-Tumoren mit einer niedrigen PTEN-Expression wurde in einer Studie eine 
5-Jahres-Überlebensrate von 47 % im Vergleich zu 71 % bei hoher PTEN-Expression 
gefunden (Snietura et al., 2012). Eine inverse Korrelation für diese Tumorentität zeigen 
dagegen Nijkamp et al., sie beschreiben eine schlechtere lokale Tumorkontrolle für 
58 Patienten mit Tumoren mit niedriger pAKT-Expression und sehen eine mögliche 
Ursache in der erhöhten Inzidenz von positiven Lymphknoten und Metastasen in dieser 
Gruppe (Nijkamp et al., 2011). Keinen Zusammenhang zwischen der Expression von 
pAKT oder auch EGFR (epidermal growth factor receptor) und krankheitsfreiem 
Überleben finden Ongkeko et al. an 38 Patienten mit HNSCC (Ongkeko et al., 2005). 
Auch bei anderen Tumorentitäten ist die Datenlage nicht eindeutig. Einige Studien zeigen 
bei Karzinomen der Prostata (Ayala et al., 2004) und der Zervix (Kim et al., 2006) bei 
hoher pAKT-Expression ein schlechteres Gesamtüberleben, bei Karzinomen des Magens 
(Nam et al., 2003) und der Lunge (NSCLC) dagegen ein verbessertes Gesamtüberleben 
(Shah et al., 2005). Eine Studie findet beim Lungen-Karzinom (SCLC) keinen 
Zusammenhang zwischen pAKT-Expression und Gesamt-überleben (Blackhall et al., 
2003).  
Die Daten zur EGFR Expression und Tumorstrahlenempfindlichkeit scheinen einheitlicher 
und belegen eine inverse Korrelation bei Kopf-Hals-Tumoren (Ang et al., 2002). Von einer 
hohen EGFR Expression auf eine Hochregulation des PI3K/AKT-Signalweges zu 
schließen, scheint aber nicht in allen Tumoren zulässig. EGFR ist nur ein schwacher 
direkter Aktivator von PI3K und aktiviert den Signalweg stärker über RAS (Bussink et al., 
2008). Klinische Ergebnisse von Patientenbiopsien belegen dies: Gupta et al. fanden 
keinen Zusammenhang zwischen der Expression von EGFR und pAKT und Snietura et al. 
keinen zwischen EGFR und PTEN (Gupta et al., 2002; Snietura et al., 2012). Nijkamp et 
al. zeigen in ihrer Studie zwar eine Korrelation zwischen EGFR und pAKT, allerdings nicht 
basierend auf einer räumlichen Co-Expression (Nijkamp et al., 2011). 
Eine Verminderung der Wirkung von ionisierender Strahlung auf Tumorzellen kann durch 
verschiedene Mechanismen bewirkt werden. In der fraktionierten Strahlentherapie werden 
diese Mechanismen unter den „5 R“ zusammengefasst: Repopulierung, Erholung 
(Recovery), Reoxygenierung, Redistribution und intrinsische Radiosensitivität. Der 
PI3/AKT-Signalweg ist direkt oder indirekt an einigen dieser Resistenzmechanismen 
beteiligt und kann dadurch zu einem verminderten Ansprechen von Tumoren auf eine 




Tabelle 1.1:  PI3K/AKT-vermittelte radiobiologische Resistenzmechanismen 
Mechanismus PI3K/AKT-vermittelte Resistenz 
Reoxygenierung Stimulation der Angiogenese 
Reparatur Steigerung der DNA-Reparatur 
Repopulierung Steigerung der Proliferation, Zellzyklusprogression, 
Verhinderung der Apoptose 
1.4.1 Reoxygenierung 
Schon 1953 konnte gezeigt werden, dass durch Bestrahlung vor allem oxische Zellen 
abgetötet werden (Gray et al., 1953). Die Empfindlichkeit der oxischen Zellen gegenüber 
Bestrahlung ist um den Faktor 3 erhöht, man spricht auch vom Sauerstoffverstärkungs-
faktor oder Oxygen Enhancement Ratio (OER). Erklärt wird die unterschiedliche 
Strahlenempfindlichkeit über die Sauerstoff-Fixations-Hypothese: durch ionisierende 
Strahlung entstehen in der Zelle direkt oder indirekt hochreaktive freie Radikale an der 
DNA. Molekularer Sauerstoff besitzt eine hohe Affinität zu diesen Radikalen und kann sie 
unter Bildung von Peroxyl-Radikalen stabilisieren. Während einfache Radikale durch die 
Zelle repariert werden können, ist dies bei Peroxyl-Radikalen nicht möglich und es 
entsteht ein bleibender Schaden (als Übersicht bei Herrmann et al., 2006). Schon kurze 
Zeit nach Bestrahlung steigt im Gewebe der Anteil oxischer Zellen wieder, es kommt zur 
Reoxygenierung (Van Putten und Kallman, 1968).  
Der wichtigste Mechanismus des PI3K/AKT-Signalweges auf den Sauerstoffgehalt des 
Tumorgewebes führt über eine Aktivierung von VEGF zu einer verstärkten Angiogenese, 
die sich in einem pathologischen Blutgefäßnetz äußert und Hypoxie zur Folge hat. 
Zunächst konnte in Prostatakrebs-Zelllinien eine verminderte HIF-1α-Expression durch 
den PI3K-Inhibitor LY294002 gezeigt werden und auch in Brustkrebs-Zelllinien wurde eine 
Reduktion von VEGF und HIF-1α durch LY294002 gefunden (Zhong et al., 2000; Blancher 
et al., 2001). Dabei waren die VEGF-Konzentrationen um bis zu 50 % vermindert. 
Fokas et al. konnten durch Hemmung des Signalweges eine Normalisierung der 
Blutgefäße und eine Reduktion der Hypoxie erreichen (Fokas et al., 2012a). Sie 
behandelten FaDu-Xenografttumoren in Mäusen mit dem dualen PI3K/AKT-Inhibitor 
NVP-BEZ235 und konnten nach sieben Tagen eine signifikante Reduktion der 
Tumorhypoxie, eine Steigerung der Perfusion sowie eine vaskuläre Gefäßveränderung in 
Form einer Zunahme der Länge und Breite der Gefäße sowie eine Reduktion ihrer 
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Tortuosität und der Anzahl der Gefäße zeigen. Wurden die Tumoren an Tag 7 der 
Behandlung mit 7 Gy bestrahlt und weiter mit dem Inhibitor behandelt, war eine deutliche 
Wachstumsverzögerung im Verhältnis zu Tumoren mit alleiniger RT, aber auch im 
Vergleich zu Tumoren, die erst ab dem Tag der Bestrahlung mit der Inhibitor-Behandlung 
begannen, zu sehen. Qayum et al. zeigten mit verschiedenen Inhibitoren des 
Signalweges an Xenografts der Larynx-Tumorzelllinie SQ20B eine Reduktion der Hypoxie 
und eine Normalisierung des vaskulären Gefäßnetzes (Qayum et al., 2009). Auch eine 
Behandlung mit dem mTOR-Inhibitor Rapamycin führte in dem murinen 
Plattenepithelkarzinom SCCVII zu einer Steigerung des Sauerstoffpartialdrucks, einer 
Reduktion der hypoxischen Fraktion und einer Normalisierung des Blutgefäßnetzes (Saito 
et al., 2012). Untersuchungen zu EGFR, einem Wachstumsfaktorrezeptor, der zur 
Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges führt, zeigten, dass die Hemmung desselben 
durch den monoklonalen Antikörper Cetuximab zu einer verbesserten Reoxygenierung 
während fraktionierter Bestrahlung bei FaDu-Xenografttumoren führt (Krause et al., 2005).  
1.4.2 Reparatur 
Die wichtigste Wirkung entfaltet die ionisierende Strahlung in der Zelle an der DNA. Wird 
sie geschädigt, entstehen Mutationen, es kommt zum direkten Zelltod, was in 
klinikrelevanten Dosen aber eher selten der Fall ist, oder der klonogene Zelltod tritt ein. 
Beim klonogenen Zelltod verliert die Zelle ihre Fähigkeit zur Koloniebildung und stirbt 
nach einigen Mitosen infolge von Chromosomenschäden. Viele Strahlenschäden an der 
DNA bleiben folgenlos, da die Zellen über wirksame Reparaturmechanismen verfügen 
(Herrmann et al., 2006). Zelllinien, deren Reparaturfähigkeit gestört ist, zum Beispiel die 
HNSCC SKX, zeigen eine deutlich erhöhte Strahlensensibilität, wie Untersuchungen zur 
TCD50 (Tumor control dose 50 %) in Xenografttumoren und Koloniebildungsassays in vitro 
zeigen (Kasten-Pisula et al., 2009). Die häufigsten Strahlenschäden an der DNA sind 
Basenschäden, ca. 3000 pro Gy und Zelle, gefolgt von Einzelstrangbrüchen, ca. 1000 pro 
Gy, und Doppelstrangbrüchen, ca. 40 pro Gy. Auch wenn die Zahl der 
Doppelstrangbrüche (DSB) gering erscheint, führen sie von allen Strahlenschäden am 
häufigsten zum Zelltod (Khanna und Jackson, 2001). Basenschäden und 
Einzelstrangbrüche werden enzymatisch über Basenexzisionsreparatur behoben, 
während die Reparatur von DSB aufgrund der fehlenden homologen Matrize komplexer 
ist. Sie erfolgt hauptsächlich durch Non homologues End-Joining (NHEJ), einer effektiven, 
aber fehleranfälligen Methode. Am NHEJ sind eine Reihe verschiedener Enzyme beteiligt. 
Die zentrale Rolle übernimmt dabei die katalytische Untereinheit der DNA-abhängigen 
Proteinkinase (DNA-PKcs). Die DNA-PKcs wird durch zweifache Phosphorylierung 
aktiviert. Untersuchungen haben gezeigt, dass Funktionseinschränkungen der DNA-PKcs, 
z.B. durch Mutationen an den Phosphorylierungsstellen, zu einer verminderten Reparatur 
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von DSB und dadurch resultierender verstärkter Strahlenempfindlichkeit von Zellen führen 
(Chen et al., 2007).  
Der PI3K/AKT-Signalweg ist an der Regulation der DNA-PK beteiligt. So führt die 
Stimulation des Signalweges über Aktivierung von EGFR zu einer Zunahme der 
Reparatur von DSB, gemessen als Zunahme der DNA-PK im Zellkern (Dittmann et al., 
2005) und als Abnahme von γH2AX-foci, einem Marker für DSB (Myllynen et al., 2011). 
Beim zugrundeliegenden Mechanismus konnte sowohl eine direkte Beteiligung von AKT1 
als auch EGFR gezeigt werden. Toulany et al. fanden mittels Co-Immunopräzipitation 
nach Bestrahlung eine regulatorische Interaktion zwischen AKT1 und DNA-PKcs im 
Zellkern (Toulany et al., 2008). Dittmann et al. beschrieben eine Komplexbildung von 
EGFR und DNA-PKcs (Dittmann et al., 2005). Nach Bestrahlung stimuliert AKT1 die 
Aktivität von DNA-PKcs durch vermehrte Autophosphorylierung und vermehrte 
Akkumulation an DNA-DSB und führt so zu einer effektiveren Reparatur von DNA-DSB 
(Toulany et al., 2012). Die Behandlung von zwei strahlenresistenten NSCLC-Zelllinien mit 
einem AKT-Inhibitor führte zu einer Reduktion von phosphorylierten DNA-PKcs, einer 
Zunahme von residualen DBS und einer daraus resultierenden Strahlensensibilisierung 
(Toulany et al., 2008). Auch der duale PI3K/mTOR-Inhibitor NVP-BEZ235 bewirkte eine 
Zunahme der γH2AX-foci nach Bestrahlung mit 4 Gy (Fokas et al., 2012b). Die Gabe des 
EGFR-Inhibitors Cetuximab führte zur Reduktion beider DSB-Reparaturmechanismen, 
sowohl der NHEJ als auch der homologen Rekombination (Myllynen et al., 2011). 
Ein geringer Teil der DSB wird mittels homologer Rekombination repariert, wodurch die 
DNA präzise wiederhergestellt wird, aber die Anwesenheit eines Schwesterchromatids 
erforderlich ist (O'Driscoll und Jeggo, 2006). Eine essentielle Rolle bei der homologen 
Rekombination spielt Rad51, welches wiederum von PTEN reguliert wird. So zeigen 
PTEN defizitäre murine embryotische Fibroblasten eine Zunahme von γH2AX-foci, dem 
Marker für DSB, die in diesen Zellen spontan auftraten (Shen et al., 2007).  
1.4.3 Repopulierung und Proliferation 
Die Repopulierung unter fraktionierter Strahlentherapie beschreibt die Regeneration 
rezidivfähiger Tumorzellen durch Proliferation oder verminderten Zellverlust. Akzelerierte 
Repopulierung bedeutet eine Beschleunigung der Repopulierung unter Bestrahlung im 
Vergleich zu unbestrahlten Tumoren. Sie ist von großer klinischer Bedeutung, zeigen 
doch präklinische und klinische Daten, dass eine zeitliche Verzögerung während der 
Strahlentherapie durch die Repopulierung klonogener Tumorzellen zu einer Reduktion der 
lokalen Tumorkontrollwahrscheinlichkeit führen kann (Zips, 2009). Die Repopulierung wird 
von verschiedenen biologischen Prozessen, die ineinander übergreifen, beeinflusst: dem 
Zellüberleben, der Zellproliferation und der Zellzyklus-Regulation. Auch die bereits 
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beschriebenen Mechanismen der Reoxygenierung und Reparatur beeinflussen die 
Repopulierung.  
In Zellkulturexperimenten konnte gezeigt werden, dass der EGF-Rezeptor und die 
nachgeschalteten RAS- und PI3K/AKT-Signalwege nach Bestrahlung aktiviert werden, 
wodurch die Zellen ihre Proliferation verstärken (Schmidt-Ullrich et al., 1997). Patienten 
mit Tumoren, die eine Überexpression dieser Signalwege zeigen, müssten demnach von 
einer kürzeren Gesamtbehandlungszeit profitieren. Klinische Daten stützen diese 
Beobachtungen nur zum Teil. In einer Studie mit 147 HNSCC-Patienten, die eine 
postoperative Strahlentherapie erhielten, zeigten Patienten mit Tumoren mit einer 
niedrigen PTEN-Expression zwar eine schlechtere lokale Tumorkontrolle nach 5 Jahren, 
sie profitierten aber im Gegensatz zu den Patienten mit Tumoren mit hoher PTEN-
Expression nicht von einer akzelerierten Strahlentherapie (Snietura et al., 2012). In der 
CHART- und der DAHANCA-Studie profitierten dagegen insbesondere Patienten mit 
Tumoren, die eine hohe EGFR-Expression zeigen, von einer akzelerierten Bestrahlung 
(Bentzen et al., 2005; Eriksen et al., 2005). Ein möglicher Grund könnte in der größeren 
Relevanz des RAS-Signalweges gegenüber dem PI3K/AKT-Signalweg bei der 
Proliferation liegen. Auch präklinische Daten zum EGFR-Inhibitor Cetuximab zeigen im 
HNSCC-Xenograft-Modell eine Abnahme der Repopulierung (Krause et al., 2005). Zum 
Einfluss eines direkten Inhibitors des PI3K/AKT-Signalweges auf die Repopulierung liegen 
bislang noch keine Daten vor.  
Der Zellzyklus spielt bei der Bestrahlung von Zellen eine wichtige Rolle, zeigen doch 
Untersuchungen, dass die Strahlenempfindlichkeit der Zellen in den verschiedenen 
Zyklusphasen variiert. In der Mitose-, der späten G1- und G2-Phase sind sie empfindlich, 
in der S-Phase sehr resistent. Einige Substrate von AKT wie GSK-3, MDM2 (Mouse 
double minute 2 homolog) oder die Chk1 Proteinkinase sind an der Regulation des 
Zellzyklus beteiligt. Untersuchungen mit verschiedenen Inhibitoren des Signalweges 
zeigen einen Arrest in der G1-Phase. In Kombination mit Bestrahlung wird eine Zunahme 
des G2-Arrestes beobachtet (Konstantinidou et al., 2009; Marone et al., 2009; Fokas et al., 
2012b). Ein Arrest in der G1- oder G2- Phase würde die Zellen strahlensensibilisieren und 
die Repopulierung verhindern. Inwiefern die Zellzyklus-Regulation bei der 
Strahlensensibilisierung durch Hemmung des Signalweges klinisch eine Rolle spielt, ist 
unklar.    
1.5 Zielstellung 
Die beschriebenen klinischen Daten zeigen, dass Mutationen im PI3K/AKT-Signalweg bei 
HNSCC ein häufiges Ereignis darstellen und bei der Onkogenese eine wichtige Rolle 
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spielen. Präklinische radiobiologische Untersuchungen belegen die Relevanz dieses 
Signalweges bei zentralen Resistenzmechanismen der Strahlentherapie. Daher stellt der 
PI3K/AKT-Signalweg einen interessanten Angriffspunkt für eine zielgerichtete Therapie 
zur Steigerung der Strahlenempfindlichkeit von Tumoren dar. Die Wirksamkeit einer 
Kombinationstherapie von selektiver PI3K-Inhibition und fraktionierter Bestrahlung ist 
bislang nicht untersucht. Darüber hinaus sind potenzielle Biomarker für die Prognose-
abschätzung und zur Individualisierung dieser Kombinationstherapien von großem 
klinischem Interesse. So ist der prognostische Wert des prätherapeutischen Aktivierungs-
status für die Strahlentherapie unklar und soll daher im hier verwendeten Spektrum an 
HNSCC untersucht werden. Für die vorliegende Arbeit ergaben sich im Einzelnen 
folgende Zielstellungen:  
1. Charakterisierung des Aktivierungsstatus des PI3K/AKT-Signalweges in 
Korrelation mit radiobiologischen Parametern in HNSCC-Experimentaltumoren 
 
2. Bestimmung der Wirksamkeit des selektiven PI3K-Inhibitors Bay 80-6946 in 
HNSCC-Zelllinien in vitro 
 
3. Untersuchung der Wirksamkeit von Bay 80-6946 in einem Panel von HNSCC-
Experimentaltumoren in vivo mit und ohne Bestrahlung sowie des Einflusses der 









Aceton Merck, Darmstadt 
Acrylamid (Rotiporese Gel 30: Acrylamid 37,5/ 
Bisacrylamid 1) 
Roth, Karlsruhe 
Albumin Standard Thermo Scientific, Rockford, USA 
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Roth, Karlsruhe 
BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific, Rockford, USA 
Bovines Serumalbumin (BSA) Serva, Heidelberg 
Bromphenolblau Roth, Karlsruhe 
Casyton Roche, Mannheim 
Chloralhydrat Merck, Darmstadt 
Coomassie Blau (Brillant Blau G 250) Roth, Karlsruhe 
Cutasept F Bode Chemie, Hamburg 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth, Karlsruhe 
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)  VWR, Darmstadt 
Dithiothreitol (DTT) AppliChem, Darmstadt 
Dulbecco's MEM (DMEM) Flüssigmedium mit 
stabilem Glutamin 
Biochrom AG, Berlin 
Entellan Merck, Darmstadt 
Entwickler G 153 AGFA, Bonn 
Eosinlösung Klinik-Apotheke des UKD, Dresden 
Essigsäure, 100 % Merck, Darmstadt 
Ethanol, 80 % Berkel AHK, Ludwigshafen 
Ethanol, reinst J. T. Baker, Griesheim 
Ethanol, vergällt Berkel AHK, Ludwigshafen 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Promega, Mannheim 
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N′,N′-
tetraessigsäure (EGTA) 
Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Fixierer G 354 AGFA, Bonn 
Fluorescent Mounting Medium DAKO, Hamburg 
Fötales Kälberserum (FCS) Biochrom AG, Berlin 
Glycerol Roth, Karlsruhe 
Glycerophosphat Sigma Aldrich, Deisenhofen 
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Glycin Roth, Karlsruhe 
Hämatoxylin Merck, Darmstadt 
HEPES-Puffer Biochrom AG, Berlin 
Hoechst 33342 Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Isopropanol Merck, Darmstadt 
Kaliumaluminiumsulfat-Dodecahydrat Merck, Darmstadt 
Kaliumchlorid (KCl) Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Kaliumdihydrogensulfat (KH2PO4) Merck, Darmstadt 
Mannitol-Lösung, 5 % Bayer Health Care, Berlin 
Methanol Merck, Darmstadt 
Milchpulver Roth, Karlsruhe 
Natriumchlorid (NaCl) VWR, Darmstadt 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth, Karlsruhe 
Natriumhydroxid Merck, Darmstadt 
Natriumjodat Merck, Darmstadt 
Natriumorthovanadat Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Natriumpyrophosphat Roth, Karlsruhe 
Natriumpyruvat Biochrom AG, Berlin 
Nicht-essentielle Aminosäuren (NEA) Biochrom AG, Berlin 
PBS, steril Biochrom AG, Berlin 
Penicillin/Streptomycin, flüssig Biochrom AG, Berlin 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Pimonidazol (HP3-1000, Omni-Kit) Hypoxyprobe NPI, Burlington, USA 
Ponceau S Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Protease-Inhibitor-Cocktail Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Salzsäure Klinik-Apotheke des UKD, Dresden 
Stickstoff, flüssig Air Liquide, Leipzig 
Super Signal West Dura Extended System Thermo Scientific 
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Bio-Rad, München 
Tissue-Tek O.C.T. Compound Sakura Finetek, Staufen 
Tris  Roth, Karlsruhe 
Triton X-100 Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Trypanblau Biochrom AG, Berlin 
Trypsin Biochrom AG, Berlin 
Tween 20 VWR, Darmstadt 
Xylol VWR, Darmstadt 
Zitronensäure Merck, Darmstadt 
 




Gerät Typ Hersteller 
   
Absaugpumpe für Zellkultur N 711 KN. 18 KNF Neuberger, Freiburg 
Autoklav V-65 Systec, Wettenberg 
Barometer Testo 511 Testo, Lenzkirch 
Bestrahlungsgerät, 200 kV, 
Röntgenstrahlung 
Isovolt 320/13 Röntgenwerk Seifert, Ahrensburg 
Brutschrank Hera Cell Heraeus Instruments, Hanau 
Casy Cell Counter Casy 1 Model TTC Schärfe System, Reutlingen 
Dosimeter für Bestrahlungsgerät Unidos 10151, 0,3 cm³ PTW, Freiburg 




Elektrophorese-Netzteil  Amersham Biosciences, Freiburg 
Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axioplan 2 Carl Zeiss, Jena 
 Axio Imager M1 Carl Zeiss, Jena 
Heizrührer RCT B RCT basic IKA Labortechnik, 
Staufen 
Homogenisator Ultra Turrax T5 FU IKA-Werke, Staufen 
Inkubator OV3 Biometra, Göttingen 
Kryostat Microm HM 560 Thermo Scientific, USA 
Kühlzentrifuge (groß) Biofuge stratos Heraeus Instruments, Hanau 
Kühlzentrifuge (klein) 5415 R Eppendorf, Hamburg 
Magnetrührer mit Heizplatte RHB 2 IKA-Werke, Staufen 
Mikroplatten-Spektralphotometer Epoch BioTek, Bad Friedrichshall 
Mikroskop, invers Olympus CK2 Carl Zeiss, Jena 
Mikroskopie-Kamera, digital AxioCam MRm Carl Zeiss, Jena 
pH-Meter 766 Calimatik Knick, Berlin 
Scanning-Bühne, motorisiert  Maerzhaeuser, Wetzlar 
Schüttler KS 250 B IKA-Werke, Staufen 
 1010DT Heidolph, Schwabach 
Sterilbank Herasafe (HS 12) Heraeus Instruments, Hanau 
Sterilisator  Memmert, Schwabach 
Thermomixer Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg 
Tischzentrifuge Spectrafuge Mini SN Labnet, Ried im Innkreis, A 
Vortexer G-560 Scientific Industries, USA 
Waage BP221S Sartorius, Göttingen 
 CPA225D Sartorius, Göttingen 
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2.1.3 Materialien für die tierexperimentellen Untersuchungen 
Material, Chemikalie, Lösung Dosierung Hersteller 
   
Ssniff Standarddiät; ssniff R/M-H 
10 mm, nitrosarm 
ad libitum ssniff GmbH Biomedizin, Soest 
Einstreu nach Bedarf J. Rettenmayer und Söhne, Rosenberg 
Salzsäure 1 N 4 ml/l Klinik-Apotheke des UKD, Dresden 
Ofloxacin (Tarivid) 0,04 mg/ml Sanofi Aventis, Frankfurt a. M. 
Natriumchlorid 0,9 % steril Trägersubstanz Serumwerk Bernburg AG, Bernburg 
Ketamin (Ketamin Inresa) 0,12 mg/g KG Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg 
Xylazin (Xylariem) 0,016 mg/g KG Riemser Pharma GmbH, Greifswald 
Pimonidazol 0,1 mg/g KG Hypoxiprobe, USA 
Hoechst 33342 1 mg/Maus Sigma Aldrich, Deisenhofen 
   
2.1.4 Antikörper 
Primäre Antikörper 
Antikörper Hersteller Verdünnung 
   
AKT, Kaninchen, polyklonal Cell Signaling #9272, USA 1:2000 
Phospho-AKT Ser473, Kaninchen, polyklonal Cell Signaling #9271, USA 1:500 
Phospho-AKT Thr308, Kaninchen, polyklonal Cell Signaling #9275, USA 1:500 
GSK3β, Maus, Klon 7 BD Biosciences #610202, 
Heidelberg  
1:2000 
Phospho-GSK-3β Ser9, Kaninchen, polyklonal Cell Signaling #9336, USA 1:2000 
p44/42 MAPK (Erk1/2), Kaninchen, monoklonal Cell Signaling #4695, USA 1:500 
Pospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) Thr202/Tyr204, 
Kaninchen, monoklonal 
Cell Signaling #4377, USA 1:500 
GAPDH, Maus, monoklonal Novus Biologicals #NB300-221, 
USA 
1:5000 
CD 31 anti-Maus, Kaninchen, monoklonal BD #550274, Heidelberg  1:500 
Pimonidazol, Kaninchen, polyklonal NPI #HP3-1000, USA 1:2500 
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Sekundäre Antikörper 
Antikörper Hersteller Verdünnung 
   
Maus-IgG, HRP konjugiert Santa Cruz #sc2306, Heidelberg 1:2000 
Kaninchen-IgG, HRP konjugiert Santa Cruz #sc-2301, Heidelberg 1:2000 
FITC Anti-Kaninchen IgG (Fluorescein) Jackson ImmunoResearch #112-025-
167, UK 
1:300 





2.1.5 Lösungen und Puffer 
Zellkultur 
 Kulturmedium 
Fötales Kälberserum (FCS)    25 ml 
Nicht-essentielle Aminosäuren (NEA)  2,5 ml  
HEPES Puffer     5,0 ml 
Natriumpyruvat     2,5 ml 
Penicillin/Streptomycin, flüssig   2,5 ml 
Dulbecco`s Modified Eagle Medium (DMEM) ad 250 ml 
 
 Coomassie-Färbelösung 
Coomassie Brilliant Blau G 250   250 mg 
Methanol      100 ml 
Essigsäure 100 %     37,5 ml 
Aq. dest.      ad 500 ml 
 
 Homogenisierungspuffer 
Tris    25 mM   3,029 g 
EGTA   1,5 mM   0,702 g 
EDTA   0,5 mM   0,190 g 
Aq. Dest.       750 ml 
Lösung mit NaOH oder HCl auf pH 7,4 einstellen. Zugabe von: 
Triton   1 %   10 ml 
Natriumvanadat (aktiviert) 1 mM   183,9 mg 
Natriumpyrophosphat 1 mM   446 mg 
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 Homogenisierungspuffermix 
Homogenisierungspuffer    1 ml 
Glycerophosphat  50 mM   10,8 mg 
PMSF   1 mM   10 µl 
Protease-Inhibitor-Cocktail (1:100 in  10 µl 
Homogenisierungspuffer verdünnt) 
Proteinbiochemische Methoden 
 SDS 10%  
SPS 100 mg in 1 l Aq. dest. lösen 
  
 APS 10%  
APS 100 mg in 1 l Aq. dest. lösen 
 
 Glycerol 50%  
Glycerol 50 ml plus Aq. dest ad 100 ml 
 
 Tris-Puffer 
0,5 M 30,275 g Tris in 1 l Aq. dest. lösen, mit HCl auf pH 6,8 einstellen 
3 M  187,71 g Tris in 1 l Aq. dest. lösen, mit HCl auf pH 8,8 einstellen 
  
 Elektrophorese-Auftragspuffer 6 x 
Glycerol    50%   5 ml 
DTT   0,6 M   0,925 g 
SDS   12 %   1,2 g 
Tris   0,35 M pH 6,8  3,5 ml 
Bromphenolblau  0,012   1,2 mg 
 
 Elektrophoresepuffer 10 x 
Tris   0,25 M   30,3 g 
Glycin   1,92 M   144,1 g 
SDS   1 %   10 g 
Aq. bidest      ad 1 l 
Vor der Verwendung wird die Stammlösung 1:10 mit Aq. dest. verdünnt. 
 
 Transferpuffer 
Stammlösung 10 x:  Tris 0,25 M  58 g    
    Glycin 1,92 M  29 g 
    Aq. dest.  1 l 
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Transferpuffer: Stammlösung 10 x   100 ml 
   Methanol   200 ml 
   Aqua dest.   ad 1 l 
 
 PBS 20 x als Waschpuffer 
NaCl   2,8 M   160 g 
KCl   24 mM   4 g 
Na2HPO4   202 mM  36 g 
KH2PO4   36 mM   4,8 g 
Aq. dest.      ad 1 l 
Vor der Verwendung wird die Stammlösung 1:20 mit Aq. dest. verdünnt. 
 
 PBST 
PBS       1 l 
Tween 20   0,05 %   0,5 ml 
 
 TBS 10 x 
Tris   50 mM   6,057 g 
NaCl   150 mM  8,77 g 
Aq. dest.      ad 1 l 
Lösung mit HCl auf pH 7,6 einstellen. Vor der Verwendung wird die Stammlösung 
1:10 mit Aq. dest. verdünnt. 
 
 TBST 
TBS      1 l 
Tween 20   0,05 %   0,5 ml 
 
 Blockingreagenz 
BSA/TBST   BSA 5 g in TBST 100 ml lösen 
Milchpulver/PBS Milchpulver 5 g in PBS 100 ml lösen 
Histologische Methoden 
 Hämalaun nach Mayer 
Hämatoxylin  0,1 %   1 g 
NaIO3   1 mM   200 mg 
KAl(SO4)2 x 12 H2O 105 mM  50 g 
Chloralhydrat  302 mM  50 g 
Zitronensäure  0,1 %   1 g 
Aq. dest.      1 l 
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 Eosinlösung 0,5 % 
Eosinlösung 1 %     100 ml 
Ethanol 96 %     100 ml 
 
 PBS als Waschpuffer 
NaCl   123 mM  7,2 g 
KH2PO4   3,2 mM   1,88 g 
Na2HPO4   10 mM   0,43 g 
Aq. dest.       ad 1 l 
 
2.1.6 Der PI3K-Inhibitor Bay 80-6946 
Zur Inhibition von PI3K wurde der Pan-PI3K-Inhibitor Bay 80-6946 der Firma Bayer 
eingesetzt (Liu et al., 2013). Die Substanz wurde direkt vom Hersteller als Reinsubstanz 
und als 5 mM Stamm-Lösung bezogen. Die Reinsubstanz wurde im Kühlschrank gelagert 
und nur für die Tierversuche verwendet. Dazu wurde sie in einer 5 %igen Mannitol-
Lösung gelöst, so dass eine Konzentration von 0,7 mg/ml entstand. Die Lösung wurde für 
den unmittelbaren Gebrauch hergestellt und maximal 12 Stunden verwendet. Die 5 mM 
Stamm-Lösung entstand durch Zugabe von 27,6 mg Reinsubstanz in 10 ml DMSO mit 
5 mM Trifluoressigsäure und anschließendem Lösen im Ultraschallbad. Sie wurde in 
Eppendorfgefäßen im Tiefgefrierschrank bei -20 °C gelagert. Die Stamm-Lösung wurde 
nur für die in vitro-Versuche eingesetzt. Dazu erfolgte die Verdünnung mit Kulturmedium. 
2.2 Zelllinien 
In den Untersuchungen wurden 11 verschiedene etablierte Tumorzelllinien eingesetzt. Die 
Tabelle 2.1 zeigt eine Übersicht aller verwendeten Zelllinien und Ihrer Charakteristika. Mit 
Ausnahme von A549 und H460, zwei Adenokarzinomen der Lunge, sind alle Tumorlinien 
Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs. In der Zellkultur wurden die vier 
Zelllinien Cal33, FaDu, UT-SCC-5 und UT-SCC-14 eingesetzt, im Tiermodell wurde 
zusätzlich mit den Zelllinien A549, GLF, H460, SAS, SAT, UT-SCC-8 und XF354 
gearbeitet. 
Die beiden Adenokarzinome der Lunge, A549 und H460, stammen ursprünglich aus der 
American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, Maryland, USA). Die Tumorzelllinie 
Cal33 stammt ursprünglich aus dem Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH in Braunschweig. Sie ist, ebenso wie H460, 
durch eine heterozygote missense Mutation von PI3KCA charakterisiert. Die vorliegende 
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Mutation ist jeweils ein Einzelnuklid-Polymorphismus (Single Nucleotide Polymorphism – 
SNP), bestehend aus dem Austausch von Guanin durch Adenin bei Cal33 bzw. Cytosin 
durch Adenin bei H460 (The Broad Institute, 2014). Die zwei Zelllinien sind die einzigen in 
diesem Panel, die eine bekannte Mutation des PI3K/AKT-Signalweges aufweisen 
(Eicheler et al., 2011). Die beiden Tumorzelllinien SAS und SAT stammen aus der 
japanischen Tumorbank Health Science Research Resources Bank. Die verwendete 
FaDu-Zelllinie ist eine Sublinie einer ATCC-Zelllinie, die im Gegensatz zu dieser ein p53-
Allel verloren hat und eine splicing site Mutation aufweist. Aufgrund ihrer erstmaligen 
Charakterisierung in Dresden wird die Sublinie auch als FaDuDD bezeichnet (Eicheler et 
al., 2002). Die Tumorzelllinien UT-SCC-5, UT-SCC-8, UT-SCC-14 und UT-SCC-15 
wurden von Prof. Grénman von der Universität Turku bezogen (Grenman et al., 1991). 
XF354 stammt aus dem Deutschen Krebs-forschungszentrum in Heidelberg. GLF ist eine 
Sublinie der Tumorzelllinie GL, die im Gegensatz zu der ursprünglichen Zelllinie eine 
kürzere Volumenverdopplungszeit aufweist. Die Tumorzelllinie GL wurde vom 




Tabelle 2.1:  Verwendete Tumorzelllinien in vitro und in vivo. Ursprung, Herkunft und Eigenschaften.  
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p53-Status Wildtyp mutiert mutiert mutiert Wildtyp mutiert n. d. mutiert mutiert mutiert n. d. 
HPV-Status negativ negativ negativ negativ n. d. negativ negativ negativ negativ negativ negativ 
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2.3.1 Kultivierung der Zelllinien 
Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C und einem CO2-Gehalt von 5 % unter sterilen 
Bedingungen in Kulturflaschen kultiviert. Als Kulturmedium wurde Dulbecco`s Modified 
Eagle Medium (DMEM) verwendet, welches mit 10 % fötalem Kälberserum (FCS), 
1 % nicht-essentiellen Aminosäuren (NEA), 2 % HEPES Puffer, 1 % Natriumpyruvat 
sowie 1 % Penicillin/Streptomycin versetzt wurde. Der pH-Wert betrug 7,4. Alle zwei bis 
drei Tage wurde das Medium erneuert und die Zellen mikroskopisch hinsichtlich Zell-
morphologie, -dichte und Sterilität begutachtet. Erreichten die Zellen eine Konfluenz von 
etwa 80 %, wurden sie vereinzelt und umgesetzt (sogenanntes splitten). Dazu wurden die 
Zellen mit Trypsin gewaschen, bei 37 °C etwa 5 Minuten inkubiert und nach Ablösen der 
Zellen von der Oberfläche wurde die enzymatische Reaktion des Trypsins durch Zugabe 
von Kulturmedium gestoppt. Die Zellzahl wurde mit Hilfe des Casy Cell Counter bestimmt. 
Dieses Gerät nutzt die unterschiedliche Leitfähigkeit von Zellen mit beschädigter 
Membran, also avitalen Zellen, und vitalen Zellen mit intakter Membran. In einem 
schwachen elektrischen Feld können die Anzahl und das Volumen der Zellen bestimmt 
werden. Dazu wurde die Zellsuspension mit Casyton, einer gepufferten Elektrolyt-Lösung, 
im Verhältnis 1:100 verdünnt und in einem definierten Größenbereich, der Zelllinien 
spezifisch bestimmt wurde, gemessen. Anschließend wurde die gewünschte Anzahl von 
Zellen mit frischem Kulturmedium in eine sterile Kulturflasche überführt und weiter im 
Brutschrank kultiviert. 
2.3.2 Kryokonservierung und Rekultivierung 
Um Zelllinien zu lagern, wurden diese im Labor mit Hilfe von Stickstoff kryokonserviert. 
Vor der Konservierung einer Zelllinie wurde diese trypsiniert, mit Kulturmedium gestoppt 
und die Zellzahl bestimmt. Eine definierte Zellzahl wurde in ein Falconröhrchen überführt 
und bei 800 U/min 5 Minuten zentrifugiert. Dabei bildete sich ein Pellet, welches nach 
Absaugen des Überstandes in FCS mit 10 % DMSO resuspendiert und in Kryoröhrchen 
überführt wurde. In jedem Aliquot befanden sich mindestens 106 Zellen. Über 24 Stunden 
wurden die Zellen auf -80 °C abgekühlt und anschließend in flüssigem Stickstoff im 
Kryostock gelagert. 
Zur Rekultivierung wurden die Kryoröhrchen langsam auf Eis aufgetaut und in ein 
Falconröhrchen überführt. Kaltes Kulturmedium wurde tropfenweise zugegeben und bei 
800 U/min, 4 °C 5 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt, Kulturmedium 
hinzugegeben, das entstandene Pellet mit Hilfe einer Pipette resuspendiert und in 
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Zellkulturflaschen aufgeteilt. Mit den im Kryoröhrchen verbliebenen Zellen wurde ein 
Vitalitätstest durchgeführt, indem Trypanblau hinzugegeben wurde. Trypanblau ist ein 
nicht membrangängiger Farbstoff, der avitale Zellen blau anfärbt, während vitale Zellen 
mit intakter Zellmembran hell erscheinen. Die Zahl der vitalen Zellen wurde in einer 
Neubauerkammer abgeschätzt. Am nächsten Tag erfolgte der erste Mediumwechsel. Vor 
Durchführung eines Experiments wurde jede Zelllinie zunächst zweimal passagiert. 
2.3.3 Proliferationsassay 
Im Proliferationsassay wurde der Einfluss des PI3K-Inhibitors Bay 80-6946 auf das 
Zellwachstum von drei Plattenepithelzelllinien untersucht. Verwendet wurden die Zelllinien 
FaDu, Cal33 und UT-SCC-14. 
Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 80-90 % trypsiniert, gestoppt, die Zellzahl 
bestimmt und je 250.000 Zellen in 25 cm2 Kulturflaschen überführt. Am nächsten Tag 
erfolgte die Zugabe von Bay 80-6946 in acht verschiedenen Konzentrationen bzw. die 
Zugabe der Kontrolllösung, einer Lösung aus 0,1 % DMSO in Kulturmedium. Die 
Herstellung der Inhibitor-Lösung erfolgte aus einer von der Firma Bayer HealthCare 
Pharmaceuticals vorgefertigten 5 mM Stamm-Lösung. Diese wurde mit Kulturmedium so 
verdünnt, dass in den Zellkulturflaschen acht Konzentrationen von 0,0023 µM bis 5 µM 
vorlagen (Tabelle 2.2). Dazu wurde eine Verdünnungsreihe erstellt, bei der in jedem 
Verdünnungsschritt die Inhibitor-Lösung im Verhältnis 1:2 mit Kulturmedium verdünnt 
wurde. Die Tumorzelllinien UT-SCC-14 und Cal33 reagierten deutlich empfindlicher auf 
die hohen Konzentrationen, so dass bei Ihnen der Konzentrationsbereich auf 4 * 105 µM 
bis 0,1 µM angepasst wurde. In den Vorversuchen wurde an den Tagen 1-4 nach Zugabe 
der Substanz die Zellzahl bestimmt, in den finalen Experimenten an Tag 3 und 4 für FaDu 
und Cal33 und an Tag 5 und 6 für UT-SCC-14. Alle drei Tumorlinien an einem 
einheitlichen Tag zu messen war aufgrund der langsameren Wachstumsgeschwindigkeit 
von UT-SCC-14 nicht möglich. Alle Versuche wurden als Triplets und in drei 
unabhängigen Versuchen durchgeführt. Das relative Wachstum wurde berechnet als 
Relation auf das Wachstum der Zellen, die nur mit DMSO inkubiert wurden. Bei einer 
relativen Wachstumshemmung von 50 % wurde die inhibitorische Konzentration 50 % 
(IC50) bestimmt.  
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Tabelle 2.2:  Im Proliferationsassay eingesetzte Konzentrationen von Bay 80-6946. 
Konzentrationen von Bay 80-6946 
FaDu Cal33, UT-SCC-14 
5 µM 0,1000 µM 
1,6667 µM 0,0333 µM 
0,5556 µM 0,0111 µM 
0,1852 µM 0,0037 µM 
0,0617 µM 0,0012 µM 
0,0206 µM 0,0004 µM 
0,0069 µM 0,0001 µM 
0,0023 µM 4 * 105 µM 
2.3.4 Effekt von Bay 80-6946 auf die Phosphorylierung von AKT und GSK 
Um die Aktivität des Inhibitors Bay 80-6946 auf das Enzym PI3K zu ermitteln, wurden die 
Zelllinien mit der Substanz in unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert. Nach 
24 Stunden wurden die Zellen geerntet und mittels Western Blot die Expression von pAKT 
Ser, AKT, pGSK und GSK gemessen. Verwendet wurden die drei Zelllinien FaDu, Cal33 
und UT-SCC-5. 
Bei einer Konfluenz von etwa 70 % wurden die Zellen geerntet und in 90 mm Petrischalen 
so ausgesät, dass sie nach 24 Stunden subkonfluent waren. Nach einem Tag wurde 
Bay 80-6946 in fünf Konzentrationen bzw. als Kontrolle DMSO zugegeben, so dass in der 
Petrischale Konzentrationen von 0,0001 µM bis 0,1 µM bzw. DMSO in einer mittleren 
Konzentration von 0,02 µM vorlagen (Tabelle 2.3). 24 Stunden später erfolgte die Ernte 
der Proteinlysate. Dazu wurden die Zellen auf Eis gestellt, das Medium abgesaugt und die 
Zellen gründlich mit kaltem PBS gewaschen. Nach Zugabe von 500 µl 
Homogenisierungspuffermix wurde der Zellrasen abgeschabt und in ein Eppendorfgefäß 
überführt. Nach 15 Minuten Inkubation wurde durch mehrmaliges Auf- und Abziehen mit 
einer Insulinspritze die Zelllyse mechanisch gefördert. Nach weiteren 10 Minuten auf Eis 
wurden die Zellsuspensionen 10 Minuten bei 14.000 g und 4 °C zentrifugiert. Die 
Zelllysate wurden vorsichtig abgenommen, in ein neues Eppendorfgefäß überführt und bei 
-80 °C gelagert. Pro Zelllinie wurden drei unabhängige Versuche durchgeführt. Die 
Zelllysate wurden anschließend durch proteinbiochemische Analysen untersucht (siehe 
Abschnitt 2.5).     
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Tabelle 2.3:  Im Funktionalitätsassay eingesetzte Konzentrationen von Bay 80-6946. 
Konzentrationen von Bay 80-6946 
FaDu Cal33 UT-SCC-5 
1 µM 0,1 µM 1 µM 
0,1 µM 0,02 µM 0,1 µM 
0,02 µM 0,01 µM 0,01 µM 
0,005 µM 0,001 µM 0,001 µM 
0,001 µM 0,0001 µM 0,0001 µM 
2.3.5 Dauer des inhibitorischen Effektes von Bay 80-6946 auf die 
Phosphorylierung 
Die Dauer der Inhibition durch Bay 80-6946 in vitro wurde in einem Assay zur Zeitkinetik 
untersucht. Verwendet wurden die drei Zelllinien FaDu, Cal33 und UT-SCC-5. 
Subkonfluente Zellen wurden geerntet und in 90 mm Petrischalen so ausgesät, dass sie 
nach 24 Stunden zu 70 % konfluent waren. Für 60 Minuten wurden die Zellen mit 
Bay 80-6946 bzw. zur Kontrolle DMSO inkubiert. Als Konzentration wurde die jeweils 
geringste Konzentration gewählt, die im Funktionalitätsassay eine vollständige Inhibition 
von pAKT Ser zeigte. Diese variierte zwischen den Zelllinien. Für FaDu und für UT-SCC-5 
betrug sie 0,1 µM, für Cal33 0,02 µM (Abbildung 3.6). Nach der Inkubationszeit von einer 
Stunde wurde das Kulturmedium gewechselt und zu fünf Zeitpunkten die Proteine als 
Lysate geerntet. Es wurden pro Zelllinie drei unabhängige Versuche durchgeführt. Die 
Zelllysate wurden anschließend durch proteinbiochemische Analysen untersucht (siehe 
Abschnitt 2.5). 
2.3.6 Koloniebildungsassay 
Im Koloniebildungsassay wird das klonogene Überleben von Tumorzellen in Abhängigkeit 
von genotoxischen Einflüssen wie Bestrahlung oder Chemotherapeutika erfasst. Dazu 
wird eine definierte Zellzahl ausgesät und nach entsprechendem Protokoll behandelt. 
Nach 14 Tagen wird der Assay gestoppt und die Zellen gefärbt. Eine Zelle gilt als 
klonogen, wenn sie innerhalb dieses Zeitraumes eine Kolonie mit mindestens 50 Zellen 
gebildet hat. Die Kolonien werden gezählt und die Differenz zwischen Behandlungs- und 
Kontrollarm als Maß für die Wirksamkeit der Behandlung ausgewertet. 
Subkonfluente Zellen wurden in 25 cm2 Kulturflaschen mit 2, 4, 6 oder 8 Gy bestrahlt bzw. 
die Kontrollgruppe entsprechend ohne Bestrahlung behandelt. Im Anschluss wurden die 
Zellen trypsiniert und in zwei verschiedenen Aussaatdichten abhängig von der Zellkultur in 
60 mm Petrischalen ausgesät, so dass eine gleichmäßige Verteilung der Zellen 
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gewährleistet war. Zu den Zellen der Behandlungsgruppe wurde Bay 80-6946 in einer 
Konzentration gegeben, welche im Funktionalitätsassay ermittelt wurde (Abschnitt 2.3.4). 
Gewählt wurde die geringste Konzentration, bei der eine vollständige Inhibition von 
pAKT Ser nachgewiesen wurde. Für FaDu und für UT-SCC-5 betrug diese 0,1 µM, für 
Cal33 0,02 µM. Die Kontrollgruppen wurden mit DMSO in Kulturmedium in gleicher 
Konzentration versetzt. Nach 24 Stunden wurde das Kulturmedium gewechselt. Sieben 
Tage später wurde das Kulturmedium wiederum erneuert und 14 Tage nach Aussaat der 
Zellen der Versuch gestoppt. Das Kulturmedium wurde abgegossen und die Petrischalen 
vorsichtig mit PBS gespült. Die Zellen wurden mit 80 %igem Ethanol fixiert und 
anschließend mit Coomassie-Blau über 10 Minuten gefärbt. Nach Waschen der Zellen mit 
Leitungswasser wurden die Petrischalen getrocknet. Nach Trocknung wurden alle 
Kolonien, die größer als 50 Zellen waren, mit dem Mikroskop gezählt. Alle Versuche 
wurden als Triplets und in drei unabhängigen Versuchen durchgeführt.  
Tabelle 2.4:  Im Koloniebildungsassay eingesetzte Konzentrationen von Bay 80-6946 und Anzahl 





0 Gy 2 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 
FaDu 0,10 400 800 2000 8000 30.000 
Cal33 0,02 250, 500 500, 1000 2000, 4000 5000, 8000 10.000, 20.000 
UT-SCC-5 0,10 150, 250 250, 500 750, 1.500 1.500, 2.500 5.000, 7.500 
       
2.4 Experimentelle Untersuchungen im Tiermodell 
2.4.1 Wirt und Haltung 
Als Wirtstiere wurden für die in vivo-Experimente 7-14 Wochen alte weibliche und 
männliche NMRI (nu/nu) Mäuse verwendet. Der Phänotyp dieses in einer spontanen 
Mutation aus der Hausmaus hervorgegangenen Maustyps äußert sich in einer fehlenden 
Körperbehaarung, weshalb sie auch als Nacktmäuse bezeichnet werden. Entscheidend 
für ihren häufigen Einsatz als Modellorganismus ist ihr rudimentär angelegter Thymus, der 
sich in einem Mangel an T-Lymphozyten äußert. Dadurch besteht nur ein minimales 
Risiko, dass es bei der Implantation von humanen Tumoren zu Abstoßungsreaktionen 
kommt.  
Die verwendeten Tiere stammten aus der spezifisch pathogenfreien (SPF) Zucht des 
Experimentellen Zentrums der Medizinischen Fakultät Carl Gustav Carus Dresden. Sie 
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wurden, getrennt nach Geschlecht, in Käfigen des Typs III mit bis zu 10 Tieren bei einer 
Temperatur von 26 °C und einer Luftfeuchtigkeit von ≥ 50 % gehalten. Eine künstliche 
Beleuchtung stellte einen konstanten Tag-Nacht-Rhythmus von 7 bis 19 Uhr sicher. Die 
Haltungsbedingungen waren spezifisch pathogenfrei, was regelmäßig mikrobiologisch 
kontrolliert wurde (Prof. Jatzwauk, Medizinische Fakultät Carl Gustav Carus, 
TU Dresden). Ernährt wurden die Mäuse mit einer Standarddiät und steril gefiltertem und 
mit HCl angesäuertem Leitungswasser ad libitum. Zur Identifikation wurden ihre Ohren mit 
fortlaufender Nummerierung tätowiert. Die Zucht-, Haltungs- und Experimentierräume 
wurden regelmäßig durch Veterinärmediziner überwacht (Dr. Jung, Dr. Spekl, 
Medizinische Fakultät Carl Gustav Carus, TU Dresden). Für die Durchführung der 
Experimente lag eine Tierversuchsgenehmigung des Regierungspräsidiums Dresden vor 
(Aktenzeichen: 24-9168.11-1/2009-25). 
Der Allgemeinzustand der Tiere wurde regelmäßig durch einen Tierpfleger bzw. den 
Experimentator kontrolliert und Auffälligkeiten am Tier dokumentiert. Mäuse mit 
deutlichem Gewichtsverlust, Mäuse, bei denen der Tumor nicht anwuchs, sowie Mäuse, 
bei denen das Experiment beendet war, wurden durch zervikale Dislokation getötet und 
der Grund im Experimentalplan vermerkt.    
2.4.2 Tumorbank und Transplantation 
Alle verwendeten Tumorlinien sind in der Radiobiologie der Klinik und Poliklinik für 
Strahlentherapie und Radioonkologie Dresden etabliert und Teil der bestehenden 
Tumorbank. Für die in vivo-Versuche wurden zwei Adenokarzinomzelllinien der Lunge 
und neun Plattenepithelzelllinien des Kopf-Hals-Bereiches verwendet (siehe Tabelle 2.1). 
Die Xenografttumoren wurden aus kryokonservierten Tumorstücken etabliert. Nach 
standardisiertem Protokoll wurden die Tumorstücke aufgetaut und auf den Rücken von 
fünf Mäusen transplantiert (Generation Kryo I). Jeder Transplantationsschritt wurde unter 
keimarmen Bedingungen an mit Xylazin und Ketamin anästhesierten Nacktmäusen 
durchgeführt. Dazu wurde ein kleiner Hautschnitt auf dem Rücken vorgenommen und die 
Tumorstücke subkutan implantiert. Nachdem die Tumoren angewachsen waren, wurde 
der Tumor mit der medianen Volumenverdopplungszeit (VDT) ausgewählt, explantiert, 
zerteilt und auf die Rücken zehn weiterer Mäuse transplantiert (Generation Kryo II). Von 
diesen Tumoren wurden wiederum diejenigen mit mittlerer VDT ausgewählt, explantiert, 
das vitale Gewebe in 1-2 mm große Stücke geschnitten und subkutan auf die rechten 
Hinterbeine mehrerer Mäuse implantiert. Nach etwa 14 Tagen war die Inzisionsstelle 
vollständig verheilt. 
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2.4.3 Tumorkonstanz 
Zur Qualitätskontrolle der in vivo-Experimente sind im Strahlenbiologielabor Dresden 
verschiedene Kontrollmechanismen implementiert. Von Kryo I-Tumoren wurde eine DNA-
Mikrosatellitenanalyse durchgeführt. Mikrosatelliten oder short tandem repeats (STR) sind 
kurze, nicht-kodierende Abschnitte der DNA, die aus 2-4 Nukleotiden bestehen und im 
Genom mehrfach hintereinander wiederholt werden. Die Anzahl der Wiederholungen 
variiert zwischen 5 und 100 und ist typisch für ein Individuum. Durchgeführt wurde die 
Analyse durch Amplifizierung der entsprechenden DNA-Bereiche mit spezifischen Primern 
durch PCR und anschließender Gel- oder Kapillarelektrophorese. Vorgenommen wurde 
die Mikrosatellitenanalyse von der Rechtsmedizin des Universitätsklinikums Dresden (Dr. 
Hering, Rechtsmedizin, Universitätsklinikum, TU Dresden). Kryo II-Tumoren wurden 
histologisch durch eine HE-Färbung (siehe Abschnitt 2.6.2) von einem erfahrenen 
Strahlenbiologen mit der Morphologie von Tumoren aus früheren Experimenten im 
Hinblick auf einen Gestaltswandel untersucht. Gegebenenfalls wurde zusätzlich der 
Proliferationsmarker Ki-67 untersucht. Insbesondere durch Verwendung von spezies-
spezifischen Antikörpern gegen murines Ki-67 (monoklonal anti-Maus aus der Ratte) und 
gegen humanes Ki-67 (monoklonal anti-human aus der Maus) konnte eine Murinisierung 
des Tumors sicher ausgeschlossen werden. In jeder Experimentalkohorte wurde die 
mediane VDT bestimmt und zwei Tumoren histologisch untersucht. Zusätzlich wurde ein 
Stück eines Tumors pro Kohorte kryokonserviert, um bei unklaren Ergebnissen 
gegebenenfalls nachuntersucht werden zu können. Als weitere Analysemethode zum 
Nachweis des humanen Ursprungs des Xenografttumors wurde das Laktatdehydrogenase 
(LDH)-Isoenzymmuster bestimmt. Die Isoenzyme murinen und humanen Ursprungs 
unterscheiden sich in ihren physikalischen Eigenschaften, so dass sich bei einer 
elektrophoretischen Trennung die Bandenmuster unterscheiden. Als Positivkontrollen 
dienen Mausmuskel und humanes Serum. 
2.4.4 Tumorvolumenbestimmung 
Nach der Tumortransplantation auf das rechte Hinterbein der Mäuse wurde die Größe der 
Tumoren regelmäßig mit Hilfe einer Schiebelehre bestimmt. Die Tumoren wurden in zwei 
Ebenen gemessen und das Volumen nach der Formel für ein Rotationsellipsoid 
berechnet: V = 𝜋 / 6 x a x b². Dabei steht a für die längste Tumorachse und b für die zu a 
senkrechte Tumorachse. Die Messung begann bei einer Tumorgröße von etwa 3 x 3 mm 
und wurde dreimal wöchentlich durchgeführt. Die Aufnahme der Mäuse in die Versuche 
erfolgte bei einem Tumorvolumen von 30 mm³ bei den Kombinationsexperimenten und 
180 mm³ bei den Monotherapieexperimenten. Erreichte der Tumor einen Durchmesser 
≥ 15 mm, war das maximale Tumorvolumen erreicht und die Maus wurde getötet.  
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2.4.5 Bestrahlung in vivo 
Ganzkörperbestrahlung (WBI) 
Zur Suppression des residualen Immunsystems wurden alle Versuchstiere vor der 
Tumortransplantation mit einer Ganzkörperbestrahlung behandelt. Dazu wurden die Tiere 
in Plexiglasröhrchen immobilisiert und mit einer Dosis von 4 Gy bestrahlt. Zur Infektions-
prophylaxe wurde das Trinkwasser der Mäuse in den darauffolgenden 10 Tagen mit dem 
Breitspektrum-Antibiotikum Ofloxacin angereichert (0,04 mg/ml). 
Tumorbestrahlung 
Die subkutan xenotransplantierten Tumoren wurden nach einem standardisierten 
Protokoll lokal bestrahlt. Dazu wurden die Tiere in Plexiglasröhrchen immobilisiert und das 
tumortragende Hinterbein mit einer gepolsterten bleiummantelten Fußklemme im 
Bestrahlungsfeld fixiert. Je fünf Mäuse wurden so im Setup positioniert, dass der restliche 
Körper durch eine spezielle Abschirmung mit Blei vor der Strahlenexposition geschützt 
war. Die Tiere des Kombinationsexperimentes wurden mit einer Einzeldosis von 2 Gy mit 
maximal fünf täglichen Fraktionen bestrahlt. 
2.4.6 Bestimmung der Wirksamkeit von Bay 80-6946 in vivo  
2.4.6.1 Effekt von Bay 80-6946 auf das Tumorwachstum 
Der Einfluss des PI3K-Inhibitors Bay 80-6946 auf das Tumorwachstum wurde in 
11 Tumorzelllinien (Cal33, FaDu, GLF, SAS, SAT, UT-SCC-5, -14, -8, XF354, A549 und 
H460) untersucht. Vor Beginn des Experiments wurden die Tiere randomisiert und auf vier 
Behandlungsarme aufgeteilt (Abbildung 2.1). In zwei Armen mit je 10 Tieren wurde das 
Tumorwachstum mit und ohne Inhibitor bestimmt. Parallel wurden 5 weitere Tumoren je 
Gruppe für histologische Untersuchungen entnommen. Die Mäuse wurden bei einem 
Tumorvolumen von etwa 180 mm³, entsprechend einem Durchmesser von 7 mm, in den 
Versuch aufgenommen. In den Armen zur Wachstumsverzögerung erhielten die Tiere 
fünfmal Bay 80-6946 in einer Dosierung von 14 mg/kg KG im Abstand von 48 Stunden. 
Dazu wurde den Tieren eine 0,07 %ige Bay 80-6946-Lösung intravenös in die 
Schwanzvene injiziert. Zur besseren Verträglichkeit wurde die Dosis halbiert und mit einer 
halben Stunde Verzögerung verabreicht. Endpunkt war ein Tumorvolumen von 1700 mm³. 
Die Mäuse der Kontrollgruppe erhielten das Lösungsmittel, 5 %ige Mannitol-Lösung, im 
selben Volumen. Die Tumoren für die histologischen Untersuchungen wurden 
entsprechend behandelt und 4 Stunden nach der 3. Injektion entnommen. 
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Abbildung 2.1:  Experimentaldesign zum Wachstumsverzögerungsassay mit Bay 80-6946. Beginn 
des Experiments war ein Tumorvolumen von 180 mm³. Die Tiere erhielten 0,07 %ige Bay 80-6946 
Lösung in einer Dosis von 14 mg/kg KG oder 5 % Mannitol im entsprechenden Volumen. Endpunkt 
der Wachstumsverzögerung war ein Tumorvolumen von 1700 mm³. Für die histologischen 
Untersuchungen wurden die Tumoren 4 h nach der 3. Injektion entnommen. TE = 
Tumorexstirpation. 
2.4.6.2 Kombination von Bay 80-6946 mit fraktionierter Bestrahlung 
Der strahlensensibilisierende Effekt des PIK3-Inhibitors auf das Tumorwachstum wurde in 
Kombination mit fraktionierter Radiotherapie untersucht. Drei Tumorzelllinien wurden dazu 
in Abhängigkeit von den Ergebnissen der Wachstumsverzögerung in der Monotherapie 
ausgewählt: Cal33 zeigte die stärkste, FaDu eine mittlere und UT-SCC5 eine geringe 
Wachstumsverzögerung nach alleiniger Substanzbehandlung. Begonnen wurde die 
Behandlung bei einem Tumorvolumen von 30 mm³, entsprechend einem Durchmesser 
von 4 mm. Der Behandlungszeitraum umfasste insgesamt vier Wochen. Bay 80-6946 
wurde in diesem Versuchsaufbau nur einmal wöchentlich, dafür in einer höheren 
Tagesdosis von 20 mg/kg KG und insgesamt 5-mal verabreicht (Abbildung 2.2). Dieses 
Dosierschema wurde vom Hersteller in Hinblick auf ein klinisch relevantes Dosierintervall 
vorgegeben. Zur besseren Verträglichkeit wurde die Dosis auf zwei Einzeldosen à 
10 mg/kg KG im Abstand von 4 Stunden aufgeteilt. Die Bestrahlung erfolgte ab dem 
8. Tag nach Behandlungsbeginn mit 5 x 2 Gy im Abstand von 24 Stunden. Als 
Kontrollgruppen dienten Tumoren ohne Behandlung mit Bay 80-6946 und ohne 
Bestrahlung. Für jeden Behandlungsarm zur Wachstumsverzögerung wurden 15 Tiere 
geplant, für die histologischen Entnahmen je 8. Die Experimente wurden beendet, sobald 
die Tumoren ein Volumen von 1700 mm³ erreicht hatten. Für die histologischen 
Untersuchungen wurden die Mäuse entsprechend parallel behandelt. In einer Gruppe 
erfolgte die Tumorentnahme nach zweimaliger Gabe von Bay 80-6946 und einmaliger 
Bestrahlung, in der anderen nach der zweiten Gabe des Inhibitors. 
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Abbildung 2.2:  Experimentaldesign zum Tumorwachstumsverzögerungsassay mit Bay 80-6946 
und fraktionierter Bestrahlung. Beginn des Experiments war ein Tumorvolumen von 30 mm³. 
0,07 %ige Bay 80-6946-Lösung wurde in einer Tagesdosis von 20 mg/kg KG oder 5 % Mannitol im 
entsprechenden Volumen verabreicht. Die fraktionierte Bestrahlung erfolgte mit 5 x 2 Gy. Für die 
histologischen Untersuchungen wurden die Tumoren nach der ersten Bestrahlung bzw. nach der 
zweiten Bay 80-6946-Gabe entnommen. RT = Radiotherapie; TE = Tumorexstirpation. 
2.4.7 Tumorentnahme 
Parallel zu den Tumorwachstumsverzögerungsassays wurden Tumoren zur 
histologischen Analyse entnommen (siehe 2.4.6.1 und 2.4.6.2). Untersucht wurden in den 
Tumoren die Hypoxie durch den Hypoxiemarker Pimonidazol, die Perfusion mit Hilfe von 
Hoechst 33342 sowie die Blutgefäße über die Markierung von CD31. Dazu wurde den 
Mäusen eine Stunde vor Tumorentnahme 0,1 mg/g Pimonidazol intraperitoneal injiziert. 
Eine Minute vor der Tumorentnahme wurde den Tieren 1 mg Hoechst 33342 intravenös in 
die Schwanzvene injiziert. Die Mäuse wurden durch zervikale Dislokation getötet, die 
Tumoren zügig entnommen und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der 
Tumoren erfolgte in Kryoröhrchen bei -80 °C.  
2.4.8 Bestimmung der Tumorwachstumsverzögerung 
Die Größe der Tumoren wurde regelmäßig gemessen und das absolute sowie das relative 
Volumen berechnet. Das relative Tumorvolumen ist der Quotient aus dem absoluten 
Volumen und dem Volumen am Tag der Aufnahme in den Versuch. Das relative Volumen 
diente zur Erstellung individueller Wachstumskurven, aus denen die Zeit bis zum 
Erreichen eines Vielfachen des Ausgangsvolumens ermittelt werden konnte. Diese Zeit 
wird als Tumorwachstumszeit bis zum Volumen x (TGTvx) bezeichnet und entspricht der 
Tumorwachstumszeit. Die Tumorwachstumsverzögerung durch die Behandlung ergibt 
sich aus dem Vergleich mit dem Tumorwachstum unbehandelter Tumoren. Der Mittelwert 
der Tumorwachstumsverzögerungen sowie dessen Standardfehler wurden für jeden 
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Behandlungsarm berechnet. Mit der Software GraphPad Prism 5.03 wurde über einen 
2-seitigen ungepaarten t-Test die Ergebnisse der verschiedenen Behandlungen getestet. 
Die spezifische Wachstumsverzögerung (SGD) ermöglicht den Vergleich der Wachstums-
verzögerung zwischen verschiedenen Tumormodellen, da sie die individuelle Tumor-
wachstumszeit der Kontrollgruppe berücksichtigt. Die SGD wird berechnet als:  
SGD = (TGTBay80-6946 – TGTKontrolle)/TGTKontrolle 
2.4.9 Bestimmung des Körpergewichts der Versuchstiere 
Nach Aufnahme in das Experiment wurden die Tiere wöchentlich gewogen. Die 
Veränderung des Gewichts unter der Behandlung mit Bay 80-6946 wurde als ein Maß für 
die Verträglichkeit der Substanz gewertet. Die Auswertung erfolgte, indem das während 
der Behandlung gemessene Gewicht in Relation zu dem prätherapeutischen Gewicht 
gesetzt wurde. 
2.4.10 Homogenisierung von Tumoren 
Um Tumoren proteinbiochemisch untersuchen zu können, wurden zunächst Tumor-
homogenate hergestellt. Dazu wurde ein maximal 100 mg schweres Stück vom Tumor 
abgeschnitten. Dieses wurde auf Eis gelagert und Homogenisierungspuffermix 
gewichtsabhängig zugegeben (Tabelle 2.5).  
Tabelle 2.5:  Herstellung von Tumorhomogenaten. Verhältnis Homogenisierungspuffermix zu 
Tumorgewicht. 
Gewicht Tumorstück Menge 
Homogenisierungspuffermix 
≤ 40 mg 800 µl 
41 mg - 60 mg 1000 µl 
61 mg - 80 mg 1200 µl 
81 mg - 100 mg 1400 µl 
  
Mit dem Homogenisator (Ultraturax) wurde das Tumorstück mechanisch zerkleinert. Dies 
erfolgte zunächst für kurze Zeit bei 500 rpm und dann für 5-10 s bei 3000 rpm. Nach einer 
kurzen Kühlung auf Eis wurde es erneut bei 3000 rpm für 5-10 s homogenisiert. Das 
fertige Homogenat wurde in ein Reaktionsgefäß überführt und bei 10.000 rpm für 
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10 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein Eppendorfgefäß pipettiert 
und bei -80 °C gelagert. 
2.5 Proteinbiochemische Untersuchungen 
2.5.1 Proteinbestimmung 
Als Vorbereitung zur Gelelektrophorese wurde eine Proteinbestimmung für die Zelllysate 
und die Tumorhomogenate durchgeführt. Verwendet wurde dazu der BCA Protein Assay 
Kit. Die zugrundeliegende Reaktion dieser Analyse ist die Reduktion von Cu2+ zu Cu+ 
durch Proteine in alkalischem Medium. Die einwertigen Kupferionen bilden einen violetten 
Chelatkomplex mit Bicinchoninsäure (BCA), welcher photometrisch bei einer Wellenlänge 
von 562 nm detektiert und anhand des Ausmaßes der Absorption die 
Proteinkonzentration berechnet werden kann.   
Um eine Eichgerade zu erhalten, wurde zunächst eine Standardverdünnungsreihe von 
Albumin in Homogenisierungspuffer angesetzt, so dass sieben Verdünnungsstufen im 
Bereich 0 bis 2 mg/ml entstanden. Die Zelllysate bzw. Tumorhomogenate wurden 
langsam auf Eis aufgetaut, gemischt und im Verhältnis 1:5 oder 1:10 mit 
Homogenisierungspuffer verdünnt. Anschließend wurden sowohl der Standard als auch 
die Proben je zweimal in eine 96-Wellplatte pipettiert, so dass für jede Konzentration eine 
Doppelbestimmung durchgeführt werden konnte. Pro Vertiefung wurden 20 µl eingefüllt. 
Die BCA-Reagenzien A und B wurden im Verhältnis 1:50 gemischt und zu jedem 
Standard und jeder Probe 200 µl gegeben. Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 37 °C 
inkubiert. Anschließend erfolgte die photometrische Messung der Absorption bei 562 nm 
durch das Epoch Mikroplatten-Spektralphotometer. Anhand der linearen Korrelation von 
Absorption und Protein-Konzentration konnte der Protein-Gehalt in den Proben bestimmt 
werden. Dazu wurde der Nullwert, also die Absorption von reinem 
Homogenisierungspuffer, von allen Werten abzogen. Die Eichgerade und die 
Proteinkonzentrationen wurden in Microsoft Office Excel berechnet.  
2.5.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und Western Blot 
Bei der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) werden 
Proteine nach Molekulargewicht aufgetrennt und im anschließenden Western Blot 
spezifisch detektiert. Bei der SDS-Page lassen sich Proteine auf einem Polyacrylamidgel 
der Größe nach auftrennen. Antrieb für die Migration der Proteine ist ein angelegtes 
elektrisches Feld. Damit die Eigenladung der Proteine diesen Prozess nicht beeinflusst, 
wird Natriumdodecylsulfat zugegeben, ein anionisches Tensid. Es bildet negativ geladene 
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Komplexe mit den Proteinen und überdeckt deren Eigenladung. Zusätzlich verhindert es 
durch den starken Denaturierungseffekt die Bildung von Quartärstrukturen, die die 
Auftrennung beeinflussen können. Durch Erhitzen auf 99 °C werden die Sekundär- und 
Tertiärstrukturen durch Zerstörung der Wasserstoffbrückenbindungen aufgehoben, 
wodurch das Protein langgestreckt vorliegt. Das Polyacrylamidgel entsteht durch die 
Vernetzung von Acrylamid und N,N′-Methylenbisacrylamid. Gestartet wird die 
Polymerisation durch die Zugabe von Ammoniumperoxodisulfat (APS), einem 
Radikalbildner, sowie Tetramethylethylendiamin (TEMED), welcher als Polymerisierungs-
katalysator fungiert. Das Verhältnis von Acrylamid und Bisacrylamid bestimmt den 
Trennbereich der Bereiche. Je mehr Acrylamid enthalten ist, umso kleiner ist die 
Gittergröße, da Bisacrylamid die Quervernetzung bewirkt. Für die Analysen ist die 
diskontinuierliche SDS-Page eingesetzt worden. Bei diesem Verfahren wird ein 
zweigeteiltes Gel verwendet, welches aus einem Sammel- und einem Trenngel 
zusammengesetzt ist. Im Sammelgel, welches weniger stark vernetzt ist, werden die 
Proteine zunächst aufkonzentriert, um dann im Trenngel der Molekülgröße nach 
aufgetrennt zu werden. Je größer die Proteine, umso stärker sind die hydrophoben 
Wechselwirkungen mit der Membran und umso langsamer migrieren die Proteine durch 
diese. Im anschließenden Western Blot werden die Proteine in einem elektrischen Feld 
auf eine Nitrocellulosemembran übertragen. Auf dieser Membran werden die Proteine 
durch spezifische Primärantikörper detektiert. Nach Bindung der Primärantikörper werden 
Sekundärantikörper zugegeben, welche an die Fc-Region des Primärantikörpers binden. 
An die Sekundärantikörper wiederum ist Meerrettichperoxidase gekoppelt, welche in einer 
Detektionslösung enthaltenes Luminol oxidiert. Das dabei emittierte Licht wird mit Hilfe 
eines Röntgenfilms detektiert.  
Gießen von Gelen 
Für die SDS-Page wurde das Mini-Protean System mit einer Spacerdicke von 1,0 mm 
verwendet. Als Gele wurden ein 5 % Sammel- und ein 10 % Trenngel eingesetzt (siehe 
Tabelle 2.6). Die Substanzen für die Gele wurden gemischt, wobei APS als Starter der 
Polymerisation und TEMED als Katalysator erst kurz vor dem Gießen zugegeben wurden. 
Das Trenngel wurde in die Gelkammer gegossen und mit Isopropanol überschichtet, um 
eine glatte Trennkannte zu erhalten. War das Trenngel vollständig polymerisiert, wurde 
das Isopropanol dekantiert, ein Kamm zur Formung der Geltaschen eingesetzt und das 
Sammelgel gegossen. Nach 30 Minuten wurde der Kamm gezogen und die Taschen mit 
Laufpuffer gespült. Die Proteinproben wurden mit Homogenisierungspuffer verdünnt, so 
dass alle Proben denselben Proteingehalt aufwiesen. Dann wurde 6-facher 
Elektrophorese-Auftragspuffer zugegeben und die Proben 5 Minuten bei 99 °C erhitzt. 
Nach kurzem Abkühlen auf Eis und sorgfältigem Vortexen wurden die Proben mit einer 
Hamiltonspritze in die Geltaschen gefüllt. Als Standard wurden der PageRuler Prestained 
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Protein Ladder Plus (5 µl) und der BenchMark Unstained Protein Standard (5 µl) 
verwendet. Die Proben liefen 40-50 Minuten bei einer Spannung von 200 V. 










Beim Western Blot werden die Proteine elektrophoretisch von dem Polyacrylamidgel auf 
eine Nitrocellulosemembran übertragen. Verwendet wurde dazu das Tank-Blot-Verfahren. 
Das Polyacrylamidgel wurde in Transferpuffer getränkt und luftblasenfrei auf die ebenfalls 
getränkte Nitrocellulosemembran gelegt. Gel und Membran wurden von beiden Seiten mit 
drei Lagen getränktem Filterpapier umgegeben und in eine Blottingkassette gelegt. Die 
Blottingkassette wurde so in die Kammer eingesetzt, dass die Nitrocellulosemembran auf 
der Anodenseite lag. Geblottet wurde 100 Minuten bei 350 mA. Anschließend wurde die 
Membran mit Aq. Dest. gespült und mit Ponceau-S-Lösung gefärbt. Ponceau-S bindet 
reversibel an die Aminogruppen der Proteine und färbt diese rot. Die Höhe der Marker-
banden wurde dadurch sichtbar und konnte mit einem Kugelschreiber markiert werden. 
Durch Zugabe von PBS wurde die Membran wieder entfärbt. 
Immunologischer Nachweis  
Zur Sättigung der restlichen Bindungsstellen wurde die Membran 60 Minuten in 
proteinhaltiger Lösung auf dem Schüttler inkubiert. Abhängig vom Lösungsmittel des 
Primärantikörpers wurde entweder 5 % Magermilchpulver in PBS oder 5 % Albumin in 
PBST verwendet. Anschließend wurde die Membran zusammen mit dem Primärantikörper 
in Folie eingeschweißt und über Nacht bei 4 °C auf dem Schüttler inkubiert. Am nächsten 
Tag wurden die überflüssigen Antikörper durch viermaliges Waschen über 10 Minuten mit 
Substanz Sammelgel 5 % Trenngel 10 % 
Aq. dest. 1,63 ml 1,83 ml 
3 M Tris-HCl pH 8,8 0,72 ml 1,25 ml 
30 % Acrylamid 0,5 ml 1,67 ml 
50 % Glycerol 
 
0,06 ml 0,1 ml 
10 % SDS 0,03 ml 0,05 ml 





0,0048 ml 0,004 ml 
Summe 3 ml 5 ml 
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PBST entfernt. Zusammen mit dem Sekundärantikörper wurde die Membran abermals in 
Folie eingeschweißt und unter Schütteln 1,5 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 
viermaligem Waschen mit PBST über 15 Minuten wurde die Membran zuletzt mit PBS 
gewaschen. 
Detektion 
Vor der Detektion wurden die zwei Lösungen des Super Signal West Dura Extended 
Systems zu gleichen Teilen gemischt. Die Membran wurde auf eine glatte Folie gelegt, mit 
der Detektionslösung überschichtet und eine Minute inkubiert. In der Dunkelkammer 
erfolgte dann durch Auflegen und anschließendes Entwickeln der Röntgenfilme die 
Detektion. Die fertigen Filme wurden eingescannt und mit Hilfe der Programme Gelscan 
Professional V5.01 der Firma BioSciTec und GraphPad Prism 5 ausgewertet.  
2.6 Histologische Untersuchungen 
2.6.1 Fluoreszenzfärbung von Pimonidazol und CD31 
Für die Fluoreszenzfärbungen wurden Tumoren verwendet, welche direkt nach der 
Entnahme in Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C aufbewahrt worden waren. Vor dem 
Schneiden wurden die Tumoren eine Nacht bei -20 °C zwischengelagert. Mit Hilfe eines 
Kryostat-Mikrotoms wurden die Tumoren bei -20 °C mit 10 µm Schnittdicke geschnitten 
und auf Superfrost® Plus Objektträger gelegt. Bei Raumtemperatur wurden die 
Tumorschnitte eine Stunde getrocknet. Mit 4 °C kaltem Aceton erfolgte die Fixierung über 
10 Minuten mit anschließender Trocknung über 2 Stunden bei Raumtemperatur. Über 
Nacht wurden die Tumoren im Kühlschrank gelagert und am nächsten Tag erneut eine 
Stunde getrocknet. Um das Verlaufen der Antikörperverdünnungen zu verhindern, wurden 
die Tumorschnitte mit einem PAP-PEN Stift umrandet. Zur Rehydrierung wurden die 
Objektträger 8 Minuten in PBS gestellt, dann kurz in Leitungswasser, um überflüssiges 
Kryomedium (Tissue-Tek) zu entfernen, und anschließend wieder in PBS. Die 
Primärantikörper gegen Pimonidazol (1:2500, aus dem Kaninchen) und anti-Maus CD31 
(1:500, aus der Ratte) wurden auf die Tumorschnitte gegeben und bei 4 °C über Nacht 
inkubiert. Bei jeder Färbung wurde ein zusätzlicher Tumorschnitt als Negativkontrolle 
mitgeführt, der in allen Schritten gemäß Protokoll behandelt, aber statt mit 
Primärantikörper mit PBS behandelt wurde. Die Tumorschnitte wurden dreimal mit PBS 
gewaschen, die beiden Sekundärantikörper FITC-konjugierter anti-Kaninchen und TRITC-
konjugierter anti-Ratten Antikörper aufgetragen und bei 37 °C eine Stunde inkubiert. Nach 
dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Tumorschnitte mit Fluorescent Mounting 
Medium eingedeckt. Etwa eine Stunde später war das Medium getrocknet und die 
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Tumorschnitte konnten gescannt werden. Nach dem Scannen wurden die Deckgläschen 
entfernt und die Tumorschnitte mit Hämatoxylin und Eosin gefärbt.  
2.6.2 Hämatoxylin-Eosin (HE) -Färbung 
Die HE-Färbung ist eine Übersichtsfärbung, bei der Gewebestrukturen wie Zellkerne, 
Kollagen und Zytoplasma angefärbt werden. Sie wurde verwendet, um bei der 
histologischen Auswertung die Unterscheidung von vitalem und avitalem Gewebe sowie 
das Erkennen von Artefakten zu erleichtern. Hämatoxylin bindet an Phosphatreste der 
DNA und färbt die Zellkerne dunkelviolett, während Eosin an Proteine bindet und 
Zytoplasma, Kollagen, Elastin und Erythrozyten rosa färbt.  
Die Tumorschnitte wurden mit Aq. dest. gespült und mit Mayers Hämalaun inkubiert. Nach 
17 Minuten wurden die Tumorschnitte mit fließendem Leitungswasser gespült und 
8 Minuten in 0,5 %ige Eosinlösung gestellt. Zur Dehydrierung wurden die Objektträger je 
zweimal kurz der Reihe nach in 96 % Alkohol, absolut Alkohol und Xylol getaucht. Die 
noch feuchten Tumorschnitte wurden mit Entellan eingedeckt und getrocknet.   
2.6.3 Scannen von Tumorschnitten und Erstellung von Masken 
Die Tumorschnitte wurden gescannt, nachdem sie gegen Pimonidazol und CD31 gefärbt 
worden waren. Der Perfusionsmarker Hoechst 33342, der den Mäusen vor der 
Tumorentnahme injiziert worden war, besitzt eine Eigenfluoreszenz. Die 
Fluoreszenzsignale von Hoechst 33342, TRITC und FITC wurden bei 10-facher 
Objektivvergrößerung mit dem Axioplan 2 Fluoreszenzmikroskop und einer mono-
chromatischen Digitalkamera (AxioCam MRm) gescannt. Das Gesamtbild wurde aus 
einzelnen Teilbildern zusammengesetzt, die während der Bewegung durch einen 
motorisierten Scanning-Tisch entstanden. Für die Datenverarbeitung wurde für das 
Scannen und die Auswertung die Bildverarbeitungssoftware KS300 Imaging System 
(Kontron Elektronik) verwendet. Die Umwandlung von zunächst monochromatischen in 
binäre Bilder erfolgte durch Festlegung von Schwellenwerten. Die Schwellenwerte jedes 
einzelnen Tumors wurden anhand der Signalintensität und Hintergrundfärbung von nur 
einer Person bestimmt. Für jeden Tumor wurde die Gesamtfläche definiert, indem das 
elektronische Bild des Tumors am Bildschirm mit der Computermaus eingekreist wurde 
und die Epidermis der Maus, das umgebende Tumor-Stroma sowie Artefakte ausgegrenzt 
wurden. Ebenso wurde das avitale Tumorareal markiert und das vitale Tumorareal aus 
der Differenz von Gesamttumorfläche und avitalem Tumorareal durch Übereinanderlegen 
der Masken ermittelt. Unterstützt wurde die Festlegung von vitalen und avitalen Arealen 
durch die morphologischen Kriterien der HE-Färbung. Auch die hypoxischen Areale 
wurden anhand der Färbungen umrandet. So konnte für jeden Tumorschnitt die Anzahl 
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der Bildpunkte der vitalen, nekrotischen und hypoxischen Fläche (Pimonidazol-positiv) 
sowie der Blutgefäße (CD31-positiv) und der perfundierten Areale (Hoechst-positiv) 
berechnet werden. Die Pimonidazol hypoxische Fraktion (pHF) sowie die relative 
Gefäßfläche (RVA) wurden berechnet durch Division von Pimonidazol bzw. CD31 durch 
das vitale Tumorareal. Die Fraktion der perfundierten Gefäße (PF) gibt den Anteil des 
vitalen Tumorareals an, in dem sowohl CD31 als auch Hoechst 33342 vorliegen 
(Yaromina et al., 2010).  
2.7 Gewinnung von Tumoren zur Untersuchung des PI3K/AKT-Signalweges 
unter fraktionierter Bestrahlung 
Für die Untersuchungen zum Aktivierungsstatus des PI3K/AKT-Signalweges nach 
fraktionierter Bestrahlung wurde auf Tumormaterial aus vorangegangenen Experimenten 
zurückgegriffen (Yaromina et al., 2011). In diesen Experimenten wurden aus sechs 
HNSCC-Modellen (FaDu, SAS, UT-SCC-5, UT-SCC-14, UT-SCC-15, XF354) Xenograft-
tumoren in Nacktmäusen analog zu den bereits beschriebenen in vivo Experimenten 
generiert (siehe 2.4.2 - 2.4.5). Die Tiere wurden randomisiert und auf zwei Behandlungs-
arme aufgeteilt. In einem Arm wurde die lokale Tumorkontrolle nach 30 Fraktionen in 
6 Wochen untersucht, in dem anderen wurde Tumormaterial für histologische 
Untersuchungen gewonnen. Bei einem Tumorvolumen von etwa 180 mm³ wurden die 
Mäuse in den Versuch aufgenommen. Im TCD50-Assay wurden die Tiere in sieben bis 
acht Dosisgruppen aufgeteilt und mit einer Gesamtdosis von 30 bis 160 Gy bestrahlt. 
120 Tage nach der ersten Bestrahlung wurde die lokale Tumorkontrolle bestimmt. Die 
Dosis, bei der 50 % der Tumoren geheilt sind (TCD50), wurde mit einem Poisson-basierten 
statistischen Modell berechnet. Die Tiere im histologischen Arm wurden mit 3, 5, 10 oder 
15 Fraktionen a 2 Gy (mit Ausnahme von SAS mit versehentlich 1,84 Gy) bestrahlt und 
24 Stunden nach der letzten Bestrahlung entnommen. Die Pimonidazol hypoxische 
Fraktion (pHF) wurde analog Abschnitt 2.6.3 bestimmt. Tabelle 2.7 zeigt die ermittelten 
Werte. 
Bei den in diesem Experiment gewonnen Tumoren wurde im Rahmen einer Dissertation 
durch Frau Linda Helbig die Expression von HIF-1α durch eine Western Blot-Analyse 
untersucht (Helbig et al., 2012). Die Methodik wurde dabei analog Abschnitt 2.5 
durchgeführt. Als primärer Antikörper wurde ein anti-humaner HIF-1α Antikörper aus der 
Maus (BD Biosciences # 610959, Verdünnung 1:250) verwendet. Die Expressionsdaten 
individueller Tumoren wurden zum Vergleich mit den Expressionsanalysen der 
vorliegenden Arbeit herangezogen. 
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Tabelle 2.7:  Radiobiologische Parameter aus vorangegangenen Experimenten. Tumorkontroll-
dosis 50 % (TCD50; 95 % CI) nach 30 Fraktionen über 6 Wochen, mittlere Pimonidazol hypoxische 
Fraktion (pHF; SD) und mittlere HIF-1α Expression (HIF-1α; SD) (Yaromina et al., 2011; Helbig et 
al., 2012). 
Parameter FaDu UT-SCC-14 UT-SCC-15 XF354 SAS UT-SCC-5 
       
TCD50              
(95 % CI)  
61.5 Gy   
(56; 68) 
44.2 Gy   
(30; 53) 
37.7 Gy     
(14; 49) 
42.4 Gy   
(35; 49) 
99.1 Gy   
(91; 108) 
101.8 Gy  
(88; 117) 
pHF0fx (SD) 11.9 % (3.3) 18.5 % (6) 23.5 % (11.6) 15 % (7.9) 20.5 % (6.7) 23 % (5.2) 
HIF 1α0fx (SD) 0.39 (0.16) 0.28 (0.09) 0.27 (0.09) 0.16 (0.08) 0.10 (0.06) 0.12 (0.12) 
 
2.8 Bestrahlung 
Alle Bestrahlungen, sowohl der Tiere als auch der Zellen, wurden mit einer Röntgenröhre 
bei einer Anodenspannung von 200 kV und einer Stromstärke von 20 mA durchgeführt. 
Die Filterung der Strahlung erfolgte durch Beryllium (7 mm) sowie eine Schicht aus 
0,5 mm Kupfer in der Kollimatorplatte. Der Feld-Fokus-Abstand betrug 45 cm. Die 
Dosisleistung wurde täglich mit einem Dosimeter überprüft. Dabei lag die zulässige 
Dosisleistung zwischen 1,04 und 1,18 Gy/min. Die Dosishomogenität lag zwischen 97 % 
und 105 % im WBI-Setup und zwischen 96 % und 104 % im Setup für 
Tumorbestrahlungen. Bestrahlt wurde mit Einzel-Dosen von 2-4 Gy in vivo und von 





3.1 Aktivierungsstatus des PI3K/AKT-Signalweges  
Ziel dieser Experimente war die Charakterisierung des PI3K/AKT-Signalweges in 
Experimentaltumoren vor und während Strahlentherapie. Dabei wurde auf etablierte 
Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs (HNSCC) zurückgegriffen, die im 
Dresdener strahlenbiologischen Labor bezüglich Tumormikromilieu und strahlen-
biologischer Parameter bereits ausführlich charakterisiert worden waren (Yaromina et al., 
2011; Helbig et al., 2012).  Dazu wurde Tumormaterial, welches parallel zu den strahlen-
biologischen Experimenten entnommen wurde, sowie strahlenbiologische Parameter 
verwendet. Für die vorliegende Arbeit wurden folgende Aspekte untersucht:  
1. Aktivierungsstatus des PI3K/AKT-Signalweges in unbehandelten Tumoren 
2. Aktivierungsstatus des PI3K/AKT-Signalweges in fraktioniert bestrahlten Tumoren 
3. Zusammenhang zwischen Aktivierungsstatus des PI3K/AKT-Signalweges und 
Parametern des Tumormikromilieus sowie strahlenbiologischen Parametern 
3.1.1 Aktivierungsstatus des PI3K/AKT-Signalweges in unbehandelten Tumoren 
Die untersuchten Tumoren stammten aus der Biobank des Dresdner strahlenbiologischen 
Labors. Die ursprünglichen Experimente sind in Abschnitt 2.7 dargestellt. In sechs 
verschiedenen HNSCC-Modellen wurde zunächst die basale Expression von pAKT Ser, 
pAKT Thr, AKT, pGSK, GSK, pMAPK und MAPK durch Western Blot Analyse untersucht. 
In den unbehandelten Tumoren konnte sowohl intra- als auch intertumoral eine 
Heterogenität in der Expression der Enzyme des PI3K/AKT-Signalweges gezeigt werden 
(Abbildung 3.1 A). Die Expression von pAKT Ser korreliert mit der Expression von 
pAKT Thr (R² = 0,91, p = 0,003; Abbildung 3.1 F). Auch innerhalb der individuellen 
Tumorlinien ließ sich diese Korrelation nachweisen (Tabelle 3.1, Abbildung 3.1 G). 
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Abbildung 3.1:  Proteinexpression in unbehandelten HNSCC-Xenografttumormodellen. Die 
Bestimmung von pAKT Ser473, pAKT Thr308, pGSK und pMAPK erfolgte durch Western Blot 
Analyse in 4-8 Tumoren pro Tumorlinie. A: Beispiel-Blot. B-E: Phosporylierte Proteinexpression 
wurde bezogen auf die Gesamt-Protein-Expression (Mittelwerte, Standardabweichung). F: Relative 
Proteinexpression von pAKT Ser473 und pAKT Thr308 (Mittelwerte, Standardabweichung). Die 
Daten wurden mittels linearer Regression angepasst (R²=0,91, p=0,003). G: Relative Protein-
Expression von pAKT Ser473 und Thr308 in den individuellen Tumoren. Ergebnisse der 
Regressionsanalyse siehe Tabelle 3.1.  
Tabelle 3.1:  Relative Protein-Expression von pAKT Ser 473 und pAKT Thr303. Ergebnisse der 
Regressionsanalyse. 
 
FaDu SAS XF354 UT-SCC-5 UT-SCC-14 UT-SCC-15 
R² 0,75 0,69 0,73 0,83 0,85 0,66 
P-Wert 0,01 0,08 0,02 0,01 0,001 0,03 
 
 


























































Den Zusammenhang von relativer Expression von pAKT Ser und dessen Substrat GSK 
sowie der Expression von MAPK zeigt Abbildung 3.2. Es konnte für keines der hier 

















Abbildung 3.2:  Relative Proteinexpression von pMAPK (A) und pGSK (B und C) im Verhältnis zur 
Expression von pAKT Ser in unbehandelten HNSCC Xenografttumoren. A, B: Symbole 
repräsentieren die Mittelwerte mit Standardabweichung. C: Expression von pGSK und pAKT in 
individuellen Tumoren. Ergebnisse der linearen Regression siehe Tabelle 3.2.  











































Tabelle 3.2:  Relative Protein-Expression von pAKT und pGSK. Ergebnisse der 
Regressionsanalyse. 
 
FaDu SAS XF354 UT-SCC5 UT-SCC-14 UT-SCC-15 
R² 0,30 0,89 0,004 0,12 0,01 0,13 
P-Wert 0,20 0,02 0,89 0,56 0,79 0,43 
 
Zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der Expression von pAKT mit der 
Tumorhypoxie wurden bereits publizierte Werte zum Ausmaß der Tumorhypoxie in den 
einzelnen Tumormodellen, hier Pimonidazol hypoxische Fraktion (pHF), verwendet 
(Yaromina et al., 2011). Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Zusammenhang 
zwischen der mittleren pHF und dem Expressionslevel von pAKT (Abbildung 3.3 A). Für 
die vorliegenden Untersuchungen standen darüber hinaus die mittels Western Blot in den 
individuellen Tumoren bestimmten Expressionsdaten für HIF-1α zur Verfügung (Helbig et 
al., 2012). Hier zeigte sich eine statistisch signifikante lineare Korrelation von relativer 
Expression von pAKT mit HIF-1α-Expression (Abbildung 3.3 B). Für die individuellen 





















































Abbildung 3.3: Pimonidazol hypoxische Fraktion (pHF) (A), HIF-1α (B, C) und pAKT-Expression in 
unbehandelten HNSCC-Xenografttumoren. A, B: Symbole repräsentieren die Mittelwerte mit 
Standardabweichung. C: Expression von HIF-1α und pAKT in individuellen Tumoren. R²- und p-
Werte bezogen auf die lineare Regression. 
3.1.2 Der Aktivierungsstatus des PI3K/AKT-Signalweges während fraktionierter 
Bestrahlung 
Nach Bestrahlung mit 3, 5 oder 10 Fraktionen (Dosis pro Fraktion 1,84 – 2 Gy) zeigte sich 
die mittlere Expression von pAKT Ser bei zum Teil erheblicher intratumoraler 
Heterogenität relativ konstant (Abbildung 3.4). Die Tumorentnahme zur pAKT-Analyse 
erfolgte 24 Stunden nach der letzten Bestrahlung. Der statistisch signifikante Anstieg der 
pAKT Ser-Expression nach 5 Fraktionen in UT-SCC-15 und XF354 korrespondiert nicht 
mit dem Verlauf der Expression von pAKT Thr und pGSK (Abbildung 3.4 B, C). Zusätzlich 
zu UT-SCC-15 und XF354 zeigte sich auch in UT-SCC-14 ein Trend zu erhöhter pAKT 
Ser-Expression nach 15 Fraktionen. Somit besteht der Hinweis, dass möglicherweise 
zumindest ein temporärer Anstieg der pAKT Ser-Fraktion in den strahlensensiblen der 









































Abbildung 3.4: A-C: Proteinexpression von pAKT Ser473, pAKT Thr308 und pGSK in mit 0, 3, 5 
oder 10 Fraktionen à 1,84 - 2 Gy bestrahlten HNSCC Xenografttumoren. Die Bestimmung erfolgte 
durch Western Blot Analyse. Die Säulen repräsentieren die Mittelwerte, die Fehlerbalken die 

























































3.1.3 Expression von pAKT und lokale Tumorkontrolle nach fraktionierter 
Bestrahlung 
Das hier verwendete Tumormaterial wurde parallel zur Bestimmung der 
Tumorkontrolldosis 50 % (TCD50) entnommen. Die TCD50-Werte wurden bereits publiziert 
(Tabelle 2.7, Yaromina et al., 2011). Es zeigte sich ein statistischer Trend einer inversen 
Korrelation von pAKT-Expression und TCD50-Werten (Abbildung 3.5 A). Die relative 














Abbildung 3.5: Proteinexpression von pAKT Ser473 in unbehandelten Tumoren (A) und nach 5 
Fraktionen (B), bezogen auf die Expression unbehandelter Tumoren, und die Tumorkontroll-
wahrscheinlichkeit nach Bestrahlung mit 30 Fraktionen in 6 Wochen. Symbole repräsentieren die 
Mittelwerte, die Fehlerbalken die Standardabweichung (pAKT Ser473) bzw. das 95 %ige 
Konfidenzintervall (TCD50). R²- und p-Werte bezogen auf die lineare Regression. 
  



















































3.2 Charakterisierung der Wirksamkeit des PI3K-Inhibitors Bay 80-6946 in vitro 
3.2.1 Effekt von Bay 80-6946 auf die Proliferation 
Ziel der Experimente war es, den Einfluss des PI3K-Inhibitors Bay 80-6946 auf die 
Proliferation von Tumorzellen in vitro zu untersuchen. Abbildung 3.6 zeigt die Ergebnisse 
des Proliferationsassays bei den drei HNSCC Cal33, FaDu und UT-SCC-14. Cal33 
reagierte am empfindlichsten auf die Inhibition von PI3K mit einer IC50 von etwa 4 nM. 
Eine mittlere Empfindlichkeit zeigte UT-SCC-14 mit einer IC50 von etwa 13 nM, gefolgt 
von FaDu mit einer IC50 von etwa 31 nM. Der Grund der hohen Empfindlichkeit von 
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Abbildung 3.6: Effekt von Bay 80-6946 auf die Proliferation von Cal33- (A), FaDu- (B) und 
UT-SCC-14-Tumorzellen (C) in vitro. D: IC50 von Cal33 an Tag 4, von UT-SCC-14 an Tag 5 und 
von FaDu an Tag 4. Die IC50 wurde bei einer relativen Inhibition von 50 % bestimmt. Die Säulen 
repräsentieren die Mittelwerte, die Fehlerbalken das 95 %ige Konfidenzintervall. 
Tabelle 3.3:  Effekt von Bay 80-6946 auf die Proliferation von Cal33-, FaDu- und UT-SCC-14-
Tumorzellen in vitro. IC50 entspricht der halbmaximalen Inhibition, abgeleitet aus der sigmoidalen 
Dosis-Wirkungskurve (siehe Abbildung 3.5).  
 Cal33 FaDu UT-SCC-14 
 d3 d4 d3 d4 d5 d6 
IC50 (µM) 0.0054 0.0026  0.027 0.035 0.015 0.011 
[95 % CI] 0.0032; 0.0092 0.0023; 0.0030 0.015; 0.046 0.023; 0.052 0.007; 0.033  0.005; 0.023 
 
3.2.2 Effekt von Bay 80-6946 auf die Phosphorylierung von AKT und GSK 
Der Effekt von Bay 80-6946 auf die Phosphorylierung von AKT und GSK wurde in vitro an 
mit der Substanz behandelten Zellen im Western Blot analysiert. Untersucht wurden dazu 
die Enzyme pAKT Ser, AKT, pGSK und GSK in Cal33, FaDu und UT-SCC-5. Abbildung 
3.7 zeigt die Ergebnisse der Western Blots. Eine deutliche konzentrationsabhängige 
Inhibition der Phosphorylierung von AKT und GSK ist in allen Tumorlinien erkennbar. Bei 
FaDu und UT-SCC-5 ist ab einer Konzentration von 0,1 µM Bay 80-6946 pAKT Ser nicht 
mehr nachweisbar und pGSK nur in sehr geringen Mengen. In Cal33 kann schon bei 
0,02 µM kein pAKT mehr nachgewiesen werden. Die starke Empfindlichkeit von Cal33 auf 































Abbildung 3.7:  Effekt von Bay 80-6946 auf die Phosphorylierung von AKT und GSK in Cal33, 
FaDu und UT-SCC-5 in vitro. Subkonfluente Zellen wurden 24 h mit dem Inhibitor inkubiert, 
geerntet und im Western Blot analysiert. A: Beispiel Western Blot. B: Relatives pAKT Ser bezogen 
auf die Behandlung mit DMSO. Die Säulen repräsentieren die Mittelwerte, die Fehlerbalken die 
Standardabweichung. 
























































3.2.3 Dauer des inhibitorischen Effektes von Bay 80-6946 auf die 
Phosphorylierung 
Die Dauer der Inhibition von Bay 80-6946 in vitro wurde durch Western Blot-Analyse in 
FaDu, Cal33 und UT-SCC-5 untersucht. Nach einstündiger Inkubation der Tumorzellen 
mit dem Inhibitor ist eine klare Inhibition der Phosphorylierung von AKT und GSK 
erkennbar (Abbildung 3.8). Wird der Inhibitor durch Mediumwechsel wieder entfernt, ist 
bereits 10 Minuten später kein Unterschied mehr in der Expression von pAKT Ser und 
pGSK sichtbar. Eine Inhibition, die über die Dauer der Inkubation hinausgeht, konnte nicht 
festgestellt werden. 
 
Abbildung 3.8: Western Blot-Analyse zur Dauer des inhibitorischen Effektes von Bay 80-6946. Die 
Tumorzellen wurden 1 h mit dem Inhibitor behandelt. Die Kontrollgruppe wurde mit DMSO 
inkubiert. 
3.2.4 Effekt von Bay 80-6946 auf das klonogene Überleben 
Im nächsten Schritt wurde der Effekt von Bay 80-6946 auf das klonogene Zellüberleben 
untersucht. Abbildung 3.9 zeigt die Überlebensfraktion der klonogenen Zellen für die drei 
Zelllinien Cal33, FaDu und UT-SCC-5. Die Dosis des Inhibitors wurde anhand der unter 
3.2.2 beschriebenen Experimente so gewählt, dass eine vollständige Hemmung der 
Phosphorylierung von AKT erwartet wurde. Die Zellen wurden nach der Bestrahlung 
24 Stunden mit dem Inhibitor inkubiert und nach 14 Tagen wurde die Zahl der 
entstandenen Kolonien gemessen. Der Zeitraum von 24 Stunden wurde gewählt, da in 
dieser Zeit die Reparatur der Strahlenschäden stattfindet und der Einfluss auf diesen 
Prozess untersucht werden sollte. Vorversuche an FaDu-Zellen zeigten keinen 
strahlensensibilisierenden Effekt einer einstündigen Behandlung mit dem Inhibitor vor der 
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Bestrahlung (Daten nicht gezeigt). Der Effekt von Bay 80-6946 auf die Platierungseffizienz 
blieb in der Auswertung unberücksichtigt (Platierungseffizienz siehe Tabelle 3.4). Bei 
keiner der untersuchten Zelllinien führte der Inhibitor zu einer signifikanten Veränderung 
des klonogenen Zellüberlebens nach Bestrahlung. In orientierenden Untersuchungen 
wurde der Inhibitor eine Stunde vor Bestrahlung mit Bay 80-6946 behandelt. Auch dabei 





























































Abbildung 3.9:  Klonogenes Überleben der drei HNSCC Cal33, FaDu und UT-SCC-5 nach 
Bestrahlung und Behandlung mit Bay 80-6946. Subkonfluente Zellen wurden mit 0, 2, 4, 6 oder 
8 Gy bestrahlt, 24 h mit dem Inhibitor bzw. DMSO inkubiert. Nach 14 Tagen wurde der Assay 
gestoppt und die Zahl der Kolonien bestimmt. Die Überlebensfraktion der bestrahlten Zellen wurde 
normiert auf die Platierungseffizienz der unbestrahlten Kontrolle. Die Anpassung der Daten erfolgte 
mittels linearquadratischer Gleichung (Mittelwerte, Standardabweichung). 
Tabelle 3.4: Platierungseffizienz (PE) des Koloniebildungsassays. Die PE wurde berechnet als 
ausgesäte Zellen/Zahl der Kolonien*100. 
  Cal33 FaDu UT-SCC-5 
PE (SD) DMSO Bay DMSO Bay DMSO Bay 
0 Gy 22,58 9,98 21,03 17,86 16,83 18,17 
 (10,41) (7,75) (2,39) (0,68) (4,03) (4,23) 
2 Gy 7,68 4,64 9,42 7,61 8,07 8,40 
 (4,35) (2,24) (1,45) (1,70) (1,60) (2,37) 
4 Gy 3,25 2,32 4,22 2,63 7,07 6,69 
 (0,50) (0,82) (1,47) (1,22) (3,33) (2,57) 
6 Gy 0,91 0,52 0,84 0,54 2,81 2,65 
 (0,68) (0,44) (0,76) (0,53) (0,99) (0,62) 
8 Gy 0,29 0,22 0,19 0,10 0,64 0,66 
  (0,15) (0,07) (0,09) (0,02) (0,19) (0,29) 
 
  




















3.3 Charakterisierung der Wirksamkeit von Bay 80-6946 in vivo 
3.3.1 Effekt von Bay 80-6946 auf die Tumorwachstumsverzögerung 
Der PI3K-Inhibitor Bay 80-6946 wurde in einer Gruppe von neun verschiedenen Kopf-
Hals-Tumorlinien sowie zwei NSCLC-Tumorlinien untersucht. Experimenteller Endpunkt 
war die Tumorwachstumsverzögerung. Bay 80-6946 wurde insgesamt fünfmal im Abstand 
von 48 Stunden in einer Konzentration von 20 mg/kg KG intravenös injiziert. Die 










Abbildung 3.10: Effekt von Bay 80-6946 auf das Wachstum von Cal33 HNSCC. Die Symbole 
entsprechen der mittleren Zeit bis zum Erreichen des 2- bis 5-fachen Ausgangsvolumens. Die 
Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen der Mittelwerte. 
Tabelle 3.5:  Cal33: Tumorwachstumszeit (TGT) in Tagen bis zum Erreichen des 2– bis 5-fachen 
Ausgangsvolumens. Tiere der Kontrollgruppe wurden mit Mannitol 5 % behandelt. SGD: 
spezifische Wachstumsverzögerung. p-Werte für den Vergleich der Mittelwerte mittels t-Test. 
 
 Kontrolle [SE] Bay 80-6946 [SE] P-Wert SGD 
TGTV2 4,8 [0,37] 30,7 [3,40] < 0,0001 5,3 
TGTV3 8,2 [0,57] 39,9 [5,18] < 0,0001 3,9 
TGTV4 10,8 [0,84] 43,6 [5,32] < 0,0001 3,0 
TGTV5 13,3 [0,95] 47,6 [5,70] < 0,0001 2,6 


























Abbildung 3.11: Effekt von Bay 80-6946 auf das Wachstum von FaDu HNSCC. Die Symbole 
entsprechen der mittleren Zeit bis zum Erreichen des 2- bis 5-fachen Ausgangsvolumens. Die 
Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen der Mittelwerte.  
Tabelle 3.6: FaDu: Tumorwachstumszeit (TGT) in Tagen bis zum Erreichen des 2– bis 5-fachen 
Ausgangsvolumens. Tiere der Kontrollgruppe wurden mit Mannitol 5 % behandelt. SGD: 
spezifische Wachstumsverzögerung. p-Werte für den Vergleich der Mittelwerte mittels t-Test. 
 
 Kontrolle [SE] Bay 80-6946 [SE] P-Wert SGD 
TGTV2 2,7 [0,23] 9,0 [0,77] < 0,0001 2,3 
TGTV3 5,2 [0,33] 12,0 [0,58] < 0,0001 1,3 
TGTV4 7,3 [0,39] 14,4 [0,69] < 0,0001 1,0 
TGTV5 10,0 [0,91] 16,3 [0,75] < 0,0001 0,6 
 
  

























Abbildung 3.12: Effekt von Bay 80-6946 auf das Wachstum von GLF HNSCC. Die Symbole 
entsprechen der mittleren Zeit bis zum Erreichen des 2- bis 5-fachen Ausgangsvolumens. Die 
Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen der Mittelwerte.  
Tabelle 3.7: GLF: Tumorwachstumszeit (TGT) in Tagen bis zum Erreichen des 2– bis 5-fachen 
Ausgangsvolumens. Tiere der Kontrollgruppe wurden mit Mannitol 5 % behandelt. SGD: 
spezifische Wachstumsverzögerung. p-Werte für den Vergleich der Mittelwerte mittels t-Test. 
 
 Kontrolle [SE] Bay 80-6946 [SE] P-Wert SGD 
TGTV2 10,9 [2,14] 21,2 [5,44] 0,13 0,9 
TGTV3 26,2 [4,95] 32,5 [6,54] 0,50 0,2 
TGTV4 32,6 [5,36] 36,9 [8,61] 0,74 0,1 
TGTV5 33,8 [5,15] 40,1 [9,06] 0,6432 0,2 


























Abbildung 3.13: Effekt von Bay 80-6946 auf das Wachstum von SAS HNSCC. Die Symbole 
entsprechen der mittleren Zeit bis zum Erreichen des 2- bis 5-fachen Ausgangsvolumens. Die 
Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen der Mittelwerte.  
Tabelle 3.8: SAS: Tumorwachstumszeit (TGT) in Tagen bis zum Erreichen des 2– bis 5-fachen 
Ausgangsvolumens. Tiere der Kontrollgruppe wurden mit Mannitol 5 % behandelt. SGD: 
spezifische Wachstumsverzögerung. p-Werte für den Vergleich der Mittelwerte mittels t-Test. 
 
 Kontrolle [SE] Bay 80-6946 [SE] P-Wert SGD 
TGTV2 5,7 [0,34] 11,2 [0,95] < 0,0001 1,0 
TGTV3 9,3 [0,43] 15,3 [0,57] < 0,0001 0,6 
TGTV4 12,5 [0,57] 18,4 [0,82] < 0,0001 0,5 
TGTV5 16,6 [0,99] 21,2 [1,23] 0,01 0,3 
 



























Abbildung 3.14: Effekt von Bay 80-6946 auf das Wachstum von SAT HNSCC. Die Symbole 
entsprechen der mittleren Zeit bis zum Erreichen des 2- bis 5-fachen Ausgangsvolumens. Die 
Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen der Mittelwerte.  
Tabelle 3.9: SAT: Tumorwachstumszeit (TGT) in Tagen bis zum Erreichen des 2– bis 5-fachen 
Ausgangsvolumens. Tiere der Kontrollgruppe wurden mit Mannitol 5 % behandelt. SGD: 
spezifische Wachstumsverzögerung. p-Werte für den Vergleich der Mittelwerte mittels t-Test. 
 
 Kontrolle [SE] Bay 80-6946 [SE] P-Wert SGD 
TGTV2 8,5 [0,6] 19,0 [0,38] 0,003 1,2 
TGTV3 13,7 [0,92] 26,2 [5,47] 0,002 0,9 
TGTV4 18,0 [1,13] 31,6 [7,56] 0,01 0,8 
TGTV5 20,0 [1,23] 34,7 [9,13] 0,01 0,7 
 



























Abbildung 3.15: Effekt von Bay 80-6946 auf das Wachstum von UT-SCC-5 HNSCC. Die Symbole 
entsprechen der mittleren Zeit bis zum Erreichen des 2- bis 5-fachen Ausgangsvolumens. Die 
Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen der Mittelwerte.  
Tabelle 3.10: UT-SCC-5: Tumorwachstumszeit (TGT) in Tagen bis zum Erreichen des 2– bis 5-
fachen Ausgangsvolumens. Tiere der Kontrollgruppe wurden mit Mannitol 5 % behandelt. SGD: 
spezifische Wachstumsverzögerung. p-Werte für den Vergleich der Mittelwerte mittels t-Test. 
 
 Kontrolle [SE] Bay 80-6946 [SE] P-Wert SGD 
TGTV2 16,5 [2,72] 23,2 [3,49] 0,17 0,4 
TGTV3 22,2 [3,12] 27,8 [3,63] 0,28 0,3 
TGTV4 26,6 [3,07] 33,5 [3,68] 0,18 0,3 
TGTV5 30,3 [2,84] 35,8 [4,04] 0,29 0,2 
 


























Abbildung 3.16: Effekt von Bay 80-6946 auf das Wachstum von UT-SCC-8 HNSCC. Die Symbole 
entsprechen der mittleren Zeit bis zum Erreichen des 2- bis 5-fachen Ausgangsvolumens. Die 
Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen der Mittelwerte.  
Tabelle 3.11:  UT-SCC-8: Tumorwachstumszeit (TGT) in Tagen bis zum Erreichen des 2– bis 5-
fachen Ausgangsvolumens. Tiere der Kontrollgruppe wurden mit Mannitol 5 % behandelt. SGD: 
spezifische Wachstumsverzögerung. p-Werte für den Vergleich der Mittelwerte mittels t-Test. 
 
 Kontrolle [SE] Bay 80-6946 [SE] P-Wert SGD 
TGTV2 10,5 [0,85] 17,7 [2,81] 0,01 0,7 
TGTV3 14,6 [1,26] 26,0 [3,43] 0,003 0,8 
TGTV4 17,2 [1,96] 30,6 [4,17] 0,02 0,8 
 


























Abbildung 3.17: Effekt von Bay 80-6946 auf das Wachstum von UT-SCC-14 HNSCC. Die Symbole 
entsprechen der mittleren Zeit bis zum Erreichen des 2- bis 5-fachen Ausgangsvolumens. Die 
Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen der Mittelwerte.  
Tabelle 3.12: UT-SCC-14: Tumorwachstumszeit (TGT) in Tagen bis zum Erreichen des 2– bis 5-
fachen Ausgangsvolumens. Tiere der Kontrollgruppe wurden mit Mannitol 5 % behandelt. SGD: 
spezifische Wachstumsverzögerung. p-Werte für den Vergleich der Mittelwerte mittels t-Test. 
 
 Kontrolle [SE] Bay 80-6946 [SE] P-Wert SGD 
TGTV2 13,1 [3,28] 24,1 [2,83] 0,02 0,8 
TGTV3 22,6 [5,00] 33,4 [3,84] 0,13 0,5 
TGTV4 30,4 [5,59] 38,2 [3,97] 0,65 0,3 
TGTV5 40 [5,41] 42,4 [4,18] 0,41 0,1 


























Abbildung 3.18: Effekt von Bay 80-6946 auf das Wachstum von XF354 HNSCC. Die Symbole 
entsprechen der mittleren Zeit bis zum Erreichen des 2- bis 5-fachen Ausgangsvolumens. Die 
Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen der Mittelwerte.  
Tabelle 3.13: XF354: Tumorwachstumszeit (TGT) in Tagen bis zum Erreichen des 2– bis 5-fachen 
Ausgangsvolumens. Tiere der Kontrollgruppe wurden mit Mannitol 5 % behandelt. SGD: 
spezifische Wachstumsverzögerung. p-Werte für den Vergleich der Mittelwerte mittels t-Test. 
  
 Kontrolle [SE] Bay 80-6946 [SE] P-Wert SGD 
TGTV1 0 19,7 [5,25]     
TGTV2 11,8 [1,11] 24,3 [7,84] 0,09 1,1 
TGTV3 18,6 [1,82] 23,2 [2,05] 0,51 0,2 
TGTV4 24,8 [2,26] 27,7 [2,35] 0,87 0,1 
TGTV5 34,4 [3,99] 30,6 [2,73] 0,67 -0,1 
 


























Abbildung 3.19: Effekt von Bay 80-6946 auf das Wachstum von A549 NSCLC. Die Symbole 
entsprechen der mittleren Zeit bis zum Erreichen des 2- bis 5-fachen Ausgangsvolumens. Die 
Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen der Mittelwerte.  
Tabelle 3.14: A549: Tumorwachstumszeit (TGT) in Tagen bis zum Erreichen des 2– bis 5-fachen 
Ausgangsvolumens. Tiere der Kontrollgruppe wurden mit Mannitol 5 % behandelt. SGD: 
spezifische Wachstumsverzögerung. p-Werte für den Vergleich der Mittelwerte mittels t-Test. 
 
 Kontrolle d [SE] Bay 80-6946 [SE] P-Wert SGD 
TGTV2 24,1 [6,37] 36,2 [3,92] 0,14 0,5 
TGTV3 34,6 [7,30] 62,6 [5,17] 0,07 0,8 
TGTV4 39,8 [8,27] 61,0 [3,92] 0,04 0,5 
TGTV5 41,0 [12,54] 66,7 [3,48] 0,05 0,6 
 


























Abbildung 3.20: Effekt von Bay 80-6946 auf das Wachstum von H460 NSCLC. Die Symbole 
entsprechen der mittleren Zeit bis zum Erreichen des 2- bis 5-fachen Ausgangsvolumens. Die 
Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen der Mittelwerte.  
Tabelle 3.15: H460: Tumorwachstumszeit (TGT) in Tagen bis zum Erreichen des 2– bis 5-fachen 
Ausgangsvolumens. Tiere der Kontrollgruppe wurden mit Mannitol 5 % behandelt. SGD: 
spezifische Wachstumsverzögerung. p-Werte für den Vergleich der Mittelwerte mittels t-Test. 
 
 Kontrolle d [SE] Bay 80-6946 [SE] P-Wert SGD 
TGTV2 3,7 [0,60] 7,9 [0,60] 0,0003 1,1 
TGTV3 6,1 [0,98] 10,5 [0,56] 0,003 0,7 
TGTV4 8,3 [1,58] 11,7 [0,60] 0,11 0,4 
TGTV5 10,3 [2,21] 13,0 [0,61] 0,35 0,3 
 



















Zum Vergleich der Wirksamkeit von Bay 80-6946 auf das Wachstum von unbehandelten 
Tumoren wurde in Abbildung 3.21 die spezifische Wachstumsverzögerung bis zum 
Erreichen des dreifachen Ausgangsvolumens (SGDv3) für die einzelnen Tumorzelllinien 
dargestellt. Dabei lassen sich drei Gruppen hinsichtlich der Wirksamkeit abgrenzen: 
starkes Ansprechen bei Cal33, intermediäres Ansprechen (SAS, UT-SCC-8, SAT, FaDu) 
und fehlendes Ansprechen (XF354, GLF, UT-SCC-5, UT-SCC-14). Basierend auf diesen 
Ergebnissen wurden für die Kombinationsexperimente Cal33, FaDu und UT-SCC-5 
ausgewählt.  
Die NSCLC-Modelle A549 und H460 sprachen moderat auf Bay 80-6946 an. Die 
Wachstumsverzögerung war bei H460 statistisch signifikant. 
 
Abbildung 3.21: Effekt von Bay 80-6946 (14 mg/kg, jeden 2. Tag) auf die Wachstumsverzögerung 
in 9 HNSCC und 2 NSCLC in Nacktmäusen. Die Fehlerbalken repräsentieren Standardfehler. 






































3.3.2 Effekt von Bay 80-6946 in Kombination mit Bestrahlung 
In den drei Tumorlinien Cal33, FaDu und UT-SCC-5 wurde Bay 80-6946 zusätzlich zur 
Monotherapie auch in Kombination mit fraktionierter Bestrahlung untersucht.  
Die Tiere wurden mit 5 x 2 Gy täglich (Gesamtdosis 10 Gy) bestrahlt. Bay 80-6946 wurde 
einmal wöchentlich in einer Konzentration von 20 mg/kg KG über einen Zeitraum von 
29 Tagen verabreicht. Die Behandlung begann eine Woche vor der ersten 
Bestrahlungsfraktion. Aufgrund des verlängerten Gesamtbehandlungszeitraums begann 
die Behandlung bereits bei einem Tumordurchmesser von 4 mm. 
Cal33 
Abbildung 3.22 zeigt die Wachstumsverzögerung von Cal33 unter der Gabe von 
Bay 80-6946 in Kombination mit Bestrahlung, in Tabelle 3.16 sind die spezifische 
Wachstumsverzögerung und die entsprechenden Signifikanzwerte aufgelistet. Wie schon 
in den Versuchen zur Monotherapie zeigte auch hier die alleinige Gabe von Bay 80-6946 
eine signifikante Wachstumsverzögerung. Die SGD liegt bei Werten um 1 und ist damit 
niedriger als bei den Experimenten zur Monotherapie (Tabelle 3.5). Die Kombinations-
experimente wurden mit einer deutlich niedrigeren Dosisdichte als bei der Monotherapie 
durchgeführt. Die alleinige Bestrahlung zeigte eine signifikante Zunahme der Wachstums-
verzögerung. Wird der Inhibitor zusätzlich zur Bestrahlung gegeben, ist bei der 
Wachstumsverzögerung ein Effekt erkennbar, dieser ist aber nicht signifikant.  
Abbildung 3.22: Effekt von Bay 80-6946 in Kombination mit fraktionierter Bestrahlung auf das 
Wachstum von Cal33 HNSCC. Die Zeit bis zum Erreichen des 2- bis 10-fachen 
Ausgangsvolumens pro Tumor wurde untersucht. Die Fehlerbalken entsprechen den 
Standardabweichungen der Mittelwerte. 





Bay 80-6946 + RT












Tabelle 3.16: Cal33: Tumorwachstumszeit (TGT) bis zum Erreichen des 2– bis 10-fachen 
Ausgangsvolumens. 
 Kontrolle Kontrolle+RT Bay Bay+RT P-Wert P-Wert P-Wert P-Wert SGD SGD SGD 















vs Bay+RT Bay 
Kontrolle 
+RT Bay+RT 
TGTV2 3,3 10,6 4,9 16,3 0,001 0,10 0,05 0,52 0,5 2,2 4,0 
 [0,20] [4,90] [4,43] [7,03]        
TGTV3 4,7 12,5 7,6 19,1 0,0006 0,10 0,03 0,46 0,6 1,6 3,0 
 [0,21] [5,07] [0,71] [6,93]        
TGTV4 6,1 19,5 12,3 25,2 0,003 0,08 0,006 0,56 1,0 2,2 3,1 
 [0,26] [5,94] [1,91] [7,02]        
TGTV5 7,4 24,3 15,3 30,8 0,0007 0,03 0,0006 0,51 1,1 2,3 3,2 
 [0,33] [6,30] [2,08] [6,68]        
TGTV6 8,7 27,8 16,8 36,6 0,0005 0,005 <0.0001 0,41 0,9 2,2 3,2 
 [0,40] [7,33] [2,06] [6,05]        
TGTV7 9,5 31,2 21,4 43,6 0,0007 0,004 <0.0001 0,26 1,2 2,3 3,6 
 [0,41] [7,52] [3,14] [6,12]        
TGTV8 10,7 35,4 23,2 45,2 0,0008 0,004 <0.0001 0,34 1,2 2,3 3,2 
 [0,55] [7,18] [3,31] [5,83]        
TGTV9 11,7 37,6 25,4 46,6 0,0002 0,004 <0.0001 0,38 1,2 2,2 3,0 
 [0,62] [7,29] [3,22] [5,59]        
TGTV10 12,5 38,7 26,7 48,5 0,0001 0,002 <0.0001 0,34 1,1 2,1 2,9 




Die Abbildung 3.23 zeigt die Wachstumsverzögerung von FaDu unter der 
Kombinationstherapie, Tabelle 3.17 listet die spezifische Wachstumsverzögerung und die 
entsprechenden Signifikanzwerte auf. Auch bei FaDu sind die Ergebnisse der alleinigen 
Gabe des Inhibitors mit den Ergebnissen der Monotherapie-Experimente vergleichbar, 
aber ebenfalls nicht so stark ausgeprägt (SGD ~0,4 vs. ~1,3). Die alleinige Bestrahlung 
zeigte eine signifikante Verzögerung des Wachstums (SGD ~1,9). Die 
Kombinationstherapie aus Bay 80-6946 und fraktionierter Bestrahlung führte zu einer 
stärkeren Wachstums-verzögerung mit einer SGD von etwa 2,9 – die Summe der SGD 
aus Monotherapie und alleiniger RT liegt bei etwa 2,3 – dieser Effekt ist nicht signifikant, 





Abbildung 3.23: Effekt von Bay 80-6946 in Kombination mit fraktionierter Bestrahlung auf das 
Wachstum von FaDu HNSCC. Die Zeit bis zum Erreichen des 2- bis 10-fachen Ausgangsvolumens 
pro Tumor wurde untersucht. Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen der 
Mittelwerte. 
 
Tabelle 3.17: FaDu: Tumorwachstumszeit (TGT) bis zum Erreichen des 2– bis 10-fachen 
Ausgangsvolumens.  
 Kontrolle Kontrolle+RT Bay Bay+RT P-Wert P-Wert P-Wert P-Wert SGD SGD SGD 















vs Bay+RT Bay 
Kontrolle 
+RT Bay+RT 
TGTV2 2,3 5,1 2,9 19,2 0,0359 0,0625 0,0463 0,1594 0,3 1,2 7,3 
 [0,22] [2,26] [0,16] [9,69]        
TGTV3 3,7 9,9 4,2 27,3 0,1260 0,0105 0,0071 0,1014 0,1 1,7 6,4 
 [0,23] [3,73] [0,17] [9,62]        
TGTV4 4,7 11,4 5,6 32,1 0,0317 0,0031 0.0016 0,0493 0,2 1,4 5,9 
 [0,29] [3,96] [0,31] [9,42]        
TGTV5 5,7 15,9 8,3 36,92 0,0744 0.0012 0.0003 0,0406 0,5 1,8 5,5 
 [0,35] [4,25] [1,39] [8,88]        
TGTV6 6,8 20,3 10,4 40,2 0,0195 0.0007 <0.0001 0,0497 0,5 2,0 5,0 
 [0,42] [4,30] [1,39] [8,73]        
TGTV7 7,8 27,4 12,5 42,7 0,0042 0.0014 0.0002 0,1322 0,6 2,5 4,5 
 [0,47] [3,00] [1,42] [9,60]        
TGTV8 8,7 29,3 13,7 45,3 0,0051 0.0008 <0.0001 0,1138 0,6 2,4 4,2 
 [0,54] [3,03] [1,55] [9,44]        
TGTV9 10,3 30,4 15,2 46,5 0,0218 0.0011 0.0001 0,1136 0,5 1,9 3,5 
 [0,98] [3,06] [1,70] [9,55]        
TGTV10 11,1 31,2 15,9 47,8 0,0248 0.0015 0.0002 0,1195 0,4 1,8 3,3 
 [0,99] [3,08] [1,75] [10,09]        
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Die Abbildung 3.24 zeigt die Wachstumsverzögerung von UT-SCC-5 unter der 
Behandlung von Bay 80-6946 in Kombination mit Bestrahlung, in Tabelle 3.18 sind die 
spezifische Wachstumsverzögerung und die entsprechenden Signifikanzwerte aufgelistet. 
Bei UT-SCC-5 resultiert bei diesem Versuchsprotokoll eine stärkere SGD bei der 
alleinigen Behandlung mit dem Inhibitor als bei den Versuchen zur Monotherapie (SGD 
~1,1 vs. ~0,3), auch wenn dieser Effekt nicht signifikant ist. Ein deutlicher Effekt durch die 
alleinige Bestrahlung auf die Wachstumsverzögerung ist ebenfalls erkennbar (SGD ~2,6). 
Die zusätzliche Gabe von Bay 80-6946 zur Bestrahlung zeigt keinen signifikanten Effekt. 
Eine Kohorte musste bei UT-SCC-5 aufgrund stark abweichender Tumorverdopplungs-
zeiten bei ungewöhnlicher starker Zystenbildung in den Tumoren ausgeschlossen 
werden. Für die Auswertung konnte daher nur eine Kohorte mit je 6-8 Tumoren pro 
Behandlungsarm berücksichtigt werden. 
 
Abbildung 3.24: Effekt von Bay 80-6946 in Kombination mit fraktionierter Bestrahlung auf das 
Wachstum von UT-SCC-5 HNSCC. Die Zeit bis zum Erreichen des 2- bis 10-fachen 
Ausgangsvolumens pro Tumor wurde untersucht. Die Fehlerbalken entsprechen den 
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Tabelle 3.18: UT-SCC-5: Tumorwachstumszeit (TGT) bis zum Erreichen des 2– bis 10-fachen 
Ausgangsvolumens.  
 Kontrolle Kontrolle+RT Bay Bay+RT P-Wert P-Wert P-Wert P-Wert SGD SGD SGD 















vs Bay+RT Bay 
Kontrolle 
+RT Bay+RT 
TGTV2 3,7 10,9 8,4 13,1 0,19 0,60 0,27 0,81 1,3 2,0 2,6 
  [0,82] [4,57] [2,98] [7,31]               
TGTV3 4,9 20,7 11,8 22,7 0,10 0,25 0,06 0,85 1,4 3,2 3,6 
  [0,82] [5,96] [3,30] [7,49]               
TGTV4 7,2 31,0 17,6 38,1 0,05 0,07 0,007 0,51 1,5 3,3 4,3 
  [0,86] [5,56] [4,20] [8,28]               
TGTV5 10,4 39,6 23,2 44,1 0,0008 0,06 0,002 0,64 1,2 2,8 3,2 
  [1,90] [5,10] [5,29] [7,43]               
TGTV6 11,8 42,1 24,8 49,0 0,06 0,02 0,0002 0,43 1,1 2,6 3,2 
  [1,92] [5,32] [5,30] [5,56]               
TGTV7 13,1 46,5 25,0 50,8 0,11 0,02 < 0,0001 0,63 0,9 2,6 2,9 
  [1,88] [5,82] [6,27] [5,10]               
TGTV8 14,3 51,1 27,6 52,4 0,10 0,03 0.0001 0,87 0,9 2,6 2,7 
  [2,11] [5,04] [6,73] [5,34]               
TGTV9 16,1 54,1 28,8 54,8 0,12 0,02 0.0001 0,93 0,8 2,4 2,4 
  [2,35] [5,03] [6,88] [5,48]               
TGTV10 17,3 57,0 34,9 55,6 0,08 0,09 0.0001 0,86 1,0 2,3 2,2 
  [2,31] [4,73] [8,47] [5,44]               
 
 
Zusammengefasst deutet sich bei Cal33 ein additiver und bei FaDu ein supraadditiver 
Effekt der Kombinationstherapie von Bay 80-6946 mit fraktionierter Bestrahlung an. Bei 
UT-SCC-5 war in der Kombinationstherapie kein signifikanter Effekt auf das 













Abbildung 3.25: Effekt von Bay 80-6946 in Kombination mit fraktionierter Bestrahlung auf die 
spezifische Wachstumsverzögerung (SGD) in Cal33, FaDu und UT-SCC-5. Die Fehlerbalken 
repräsentieren Standardfehler. p-Werte ≤ 0,05 gelten als signifikant. 
 
3.3.3 Einfluss der Applikation von Bay 80-6946 auf das Gewicht der Tiere 
Als Indikator für die Verträglichkeit der Behandlung mit Bay 80-6946 wurde die 
Veränderung des Körpergewichts der Mäuse regelmäßig dokumentiert und analysiert. 
Unter dem Behandlungsprotokoll zur Monotherapie mit Bay 80-6946, 14 mg/kg KG alle 
zwei Tage über 10 Tage, zeigt sich eine temporäre Gewichtsabnahme im Mittel um 
10-20 % (Daten nicht gezeigt). Nach Abschluss der Behandlung glich sich das Gewicht 
der Kontrollgruppe an.  Bei der wöchentlichen Applikation von 20 mg/kg KG Bay 80-6946 
war, möglicherweise aufgrund der geringeren Gesamtdosis und des längeren 










































































3.3.4 Effekt von Bay 80-6946 auf Parameter des Tumormikromilieus 
Für die histologischen Untersuchungen wurden parallel zu den Tumorwachstums-
verzögerungsassays Tiere mit Xenografttumoren mitgeführt, nach Protokoll behandelt und 
die Tumoren zu definierten Zeitpunkten entnommen. Bei den Experimenten zur 
Monotherapie mit Bay 80-6946 erfolgte die Entnahme 4 Stunden nach der dritten Injektion 
von 14 mg/kg KG des Inhibitors bzw. Mannitol 5 % bei einem Dosierintervall von 
48 Stunden. Bei den Experimenten zur Kombinationstherapie wurde ein Teil der Tumoren 
24 Stunden nach der zweiten Injektion von 14 mg/kg KG Bay 80-6946 bzw. Mannitol 5 % 
bei einem Dosierintervall von 7 Tagen entnommen. Die restlichen Tumoren wurden nach 
der zweiten Injektion mit 2 Gy bestrahlt und 24 Stunden später entnommen. Eine Stunde 
vor der Tumorentnahme wurde den Tieren 0,1 mg/g Pimonidazol intraperitoneal und eine 
Minute vor der Tumorentnahme 1 mg Hoechst 33342 intravenös in die Schwanzvene 
injiziert. Die Tumoren wurden schockgefrostet und später nach Protokoll geschnitten und 
gefärbt (siehe Abschnitt 2.6). 
An den Tumorschnitten wurden Untersuchungen zur nekrotischen Fraktion (NF), zur 
Pimonidazol hypoxischen Fraktion (pHF), zur relativen vaskularisierten Fläche (RVA) 
sowie dem Anteil der durchbluteten Gefäße (PF) durchgeführt. Die nekrotische Fraktion 
gibt den Anteil der Nekrose an der gesamten Tumorfläche an. Die pHF gibt den Anteil von 
Pimonidazol positiver Fläche an vitalem Tumorgewebe an. Die RVA wird berechnet als 
CD31 positive Fläche bezogen auf das vitale Tumorgewebe. CD31 dient in histologischen 
Untersuchungen dem Nachweis von Endothelzellen. Der Anteil der durchbluteten Gefäße 
(PF) wird bestimmt als der Prozentsatz der CD31-positiven Fläche, die mit Hoechst 33342 
im vitalen Tumorgewebe überlappt. Die Abbildung 3.26 zeigt beispielhaft die immunhisto-
chemische Färbung eines Cal33-Xenografttumors. Das Tumormikromilieu wurde in den 





Abbildung 3.26: Immunhistochemische Färbung eines unbehandelten Cal33-Xenografttumors. A: 
Pimonidazol, B: Hoechst 33342, C: CD31, D: Pimonidazol, Hoechst 33342, CD31, graue Fläche: 
Nekrose.  
Die Abbildung 3.27 zeigt die Ergebnisse von den Tumoren, die mit Monotherapie 
behandelt wurden. Bei der Pimonidazol hypoxischen Fraktion ist bei Cal33 unter der 
Behandlung mit Bay 80-6946 ein deutlicher Anstieg der Hypoxie zu beobachten, der 
allerdings nicht signifikant ist. Bei FaDu ist kein Unterschied erkennbar, bei UT-SCC-5 nur 
eine leichte Abnahme der pHF unter der Therapie. Bei der relativen vaskularisierten 
Fläche zeigt nur FaDu eine leichte, nicht signifikante, Zunahme unter der Behandlung, bei 
den beiden anderen Tumorlinien ist sie unverändert. Der Anteil der durchbluteten Gefäße 
nimmt in allen Tumorlinien nach Gabe des Inhibitors ab, die Differenz ist jedoch nur bei 
Cal33 signifikant. Bei der nekrotischen Fraktion variiert der Effekt der Behandlung am 
stärksten. Bei Cal33 ist eine Zunahme unter der Therapie zu beobachten, bei FaDu eine 




Abbildung 3.27: Parameter des Tumormikromilieus in Tumoren, die mit drei Dosen Bay 80-6946 
bzw. Mannitol 5 % behandelt wurden. A. Pimonidazol hypoxische Fraktion (pHF), B. Relative 
vaskularisierte Fläche (RVA), C. Anteil der durchbluteten Gefäße (PF) und D. Nekrotische Fraktion 
(NF). Fehlerbalken repräsentieren die Standardabweichungen, p-Wert < 0,05. 
 
Die Abbildung 3.28 zeigt die Ergebnisse der Tumoren unter der kombinierten Therapie. 
Vergleicht man die Behandlungsarme mit alleiniger Bestrahlung und 
Kombinationstherapie, so fällt eine höhere pHF im kombinierten Arm bei allen drei 
Tumorlinien auf. Die relative vaskularisierte Fläche ist im Kombinationsarm bei Cal33 
leicht erhöht, bei FaDu und UT-SCC-5 dagegen erniedrigt. Bei der PF findet sich kein 
wesentlicher Unterschied. Die nekrotische Fraktion hingegen ist bei allen Tumorlinien im 
kombinierten Behandlungsarm höher. Vor dem Hintergrund der hohen intratumoralen 
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Abbildung 3.28: Parameter des Tumormikromilieus in Tumoren, die mit Bay 80-6946 bzw. Mannitol 
5 % behandelt und mit 2 Gy bestrahlt wurden. A. Pimonidazol hypoxische Fraktion (pHF), B. 
Relative vaskularisierte Fläche (RVA), C. Anteil der durchbluteten Gefäße (PF) und D. Nekrotische 
Fraktion (NF). Fehlerbalken repräsentieren die Standardabweichungen. 
 
Die Ergebnisse der histologischen Untersuchungen zeigen keinen einheitlichen Effekt des 
selektiven PI3K-Inhibitors auf die Parameter Hypoxie, Anzahl der Gefäße und Perfusion. 
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Das Ziel strahlenbiologischer Forschung besteht unter anderem darin, neue 
radiobiologisch-rationale molekulare Ansätze zur Überwindung der Strahlenresistenz von 
Tumoren zu entwickeln und präklinisch zu validieren.  Kopf-Hals-Tumoren zeigen eine 
hohe Rezidivrate nach Radio- oder Radiochemotherapie, so dass hier dringender 
medizinischer Forschungsbedarf besteht. Aufgrund der bekannten Beteiligung des 
PI3K/AKT-Signalweges an Resistenzmechanismen in dieser Tumorentität beschäftigt sich 
die vorliegende Arbeit mit folgenden Fragestellungen: 
1. Charakterisierung des Aktivierungsstatus des PI3K/AKT-Signalweges in 
Korrelation mit radiobiologischen Parametern in HNSCC-Experimentaltumoren 
 
2. Bestimmung der Wirksamkeit des selektiven PI3K-Inhibitors Bay 80-6946 in 
HNSCC-Zelllinien in vitro 
 
3. Untersuchung der Wirksamkeit von Bay 80-6946 in einem Panel von HNSCC-
Experimentaltumoren in vivo mit und ohne Bestrahlung sowie des Einflusses der 
PI3K-Inhibition auf radiobiologische Parameter 
 
In der kurativ-intendierten Therapie von Patienten mit fortgeschrittenen Tumoren im Kopf-
Hals-Bereich wird die Strahlentherapie häufig mit systemisch wirkenden 
Chemotherapeutika kombiniert. Die derzeit eingesetzten Substanzen verstärken aufgrund 
ihres zytotoxischen Profils jedoch die lokalen Nebenwirkungen der Bestrahlung. Trotz der 
intensiven Kombinationstherapie liegt das 5-Jahresüberleben der Patienten bei nur etwa 
60 %. Einen neuen Ansatz in der Onkologie bieten die sogenannten „small molecules“: 
niedermolekulare Inhibitoren, die aufgrund ihrer geringen Molekülgröße leichter in die 
Zelle eindringen und nicht die Nebenwirkungen klassischer Zytostatika zeigen. Ein 
vielversprechender molekularer Ansatzpunkt dieser Substanzgruppe ist der onkogene 
PI3K/AKT-Signalweg. Er ist in vielen Tumorentitäten, so auch bei HNSCC, dereguliert. 
Die Zielmoleküle des Signalweges sind involviert in Zellzykluskontrolle, Zellwachstum und 
Zellproliferation und fördern das Überleben der Zellen. Des Weiteren sind sie beteiligt an 
radiobiologischen Resistenzmechanismen, so dass eine Inhibition des Signalweges in 
Kombination mit Bestrahlung einen vielversprechenden rationalen Ansatz darstellt.    
Das Ziel der vorliegenden Experimente bestand in der Evaluierung der Kombination von 
selektiver PI3K-Inhibition und Bestrahlung. Dazu wurde zunächst der Aktivierungsstatus 
des PI3K/AKT-Signalweges in unbehandelten Tumoren sowie im Verlauf einer 
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fraktionierten Strahlentherapie untersucht. Während Daten zur Aktivierung des 
Signalweges unter fraktionierter Strahlentherapie in vitro publiziert sind, finden sich kaum 
in vivo Daten zu dieser Fragestellung (Santiago et al., 2010; Shimura et al., 2010). 
Unabhängig von einem möglichen Effekt einer fraktionierten Bestrahlung auf den 
PI3K/AKT-Signalweg liegt in vielen HNSCC per se eine Aktivierung dieses Signalweges 
vor. Es wird diskutiert, dass eine verstärkte Phosphorylierung zentraler Enzyme wie PI3K 
oder AKT mit einer schlechteren Prognose einhergeht, auch wenn die Datenlage dazu 
kontrovers ist (Gupta et al., 2002; Nijkamp et al., 2011). Inwiefern dieser Zusammenhang 
in Experimentaltumorlinien besteht und ob er mit Parametern des Tumormikromilieus 
assoziiert ist, wurde in der vorliegenden Arbeit näher untersucht. Da der PI3K/AKT-
Signalweg an wichtigen radiobiologischen Resistenzmechanismen wie DNA-Reparatur, 
Reoxygenierung und Repopulierung beteiligt ist, sind die Erwartungen an eine Inhibition 
unter Strahlentherapie entsprechend hoch (Bussink et al., 2008). In präklinischen Daten 
konnte in Koloniebildungsassays eine Strahlensensibilisierung unter der Kombinations-
behandlung beobachtet werden (Kim et al., 2005; Konstantinidou et al., 2009; Fokas et 
al., 2012b). Auch zeigen erste in vivo Untersuchungen eine Tumorwachstums-
verzögerung, die vor allem auf den Effekt der PI3K-Hemmung auf das Tumormikromilieu 
zurückzuführen sein soll (Fokas et al., 2012a; Qayum et al., 2012). Die vorliegende Arbeit 
greift die Fragestellung erstmals an einer Gruppe von strahlenbiologisch sehr umfangreich 
charakterisierten HNSCC auf. Damit kann neben den prinzipiellen Fragestellungen auch 
der Einfluss der intertumoralen Heterogenität innerhalb eines Tumortyps adressiert 
werden.    
4.1 Untersuchung des Aktivierungsstatus des PI3K/AKT-Signalweges in 
Korrelation mit radiobiologischen Parametern in HNSCC-Experimental-
tumoren 
Vor Beginn der Behandlung mit dem PI3K-Inhibitor wurden zunächst grundlegende 
Fragestellungen zum PI3K/AKT-Signalweg in HNSCC Xenografttumoren untersucht. So 
wurde der Aktivierungsstatus des PI3K/AKT-Signalweges in unbehandelten Tumoren 
analysiert und evaluiert, ob z.B. intertumorale Unterschiede in der Expression zentraler 
Enzyme des Signalweges bestehen. Die zu den verwendeten Tumorlinien bereits 
bekannten weitreichenden Daten zu Parametern des Tumormikromilieus sowie zu 
strahlenbiologischen Parametern konnten auf einen Zusammenhang mit der Aktivierung 
des PI3K/AKT-Signalweges untersucht werden (Yaromina et al., 2011; Helbig et al., 
2012). Ein wichtiger Aspekt war dabei die Frage, ob strahlenresistente Tumorlinien 
Auffälligkeiten in der Aktivierung des Signalweges aufweisen und ob eine 
prätherapeutische Bestimmung des Aktivierungsstatus einen prognostischen Wert 
besitzen könnte. Nach Untersuchung der unbehandelten Tumoren wurden fraktioniert 
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bestrahlte Tumoren unter denselben Aspekten analysiert. Die zentrale Frage war dabei, 
ob unter fraktionierter Bestrahlung der PI3K/AKT-Signalweg in HNSCC Xenografts 
aktiviert wird. Für diesen Teil der vorliegenden Arbeit wurde auf Biomaterial und 
strahlenbiologische Daten aus vorangegangenen Experimenten am Dresdner OncoRay-
Zentrum zurückgegriffen. 
In sechs unbehandelten, experimentellen HNSCC wurde der Status des PI3K/AKT-
Signalweges untersucht. Pro Tumorlinie wurden 4 bis 8 in Nacktmäusen gewachsene 
Xenografttumoren analysiert. In allen unbehandelten Tumoren konnte phosphoryliertes 
AKT nachgewiesen werden, wobei sich eine intratumorale Heterogenität in der 
Expression zeigte (Abbildung 3.1). In der Tumorlinie SAS wurde die geringste Menge 
pAKT detektiert, in FaDu-Tumoren hingegen die höchste Konzentration, etwa die doppelte 
Menge wie in den SAS-Tumoren. Diese Variabilität ist im Einklang mit mehreren 
klinischen Studien. In HNSCC Tumorbiopsien von Patienten zeigte sich ebenfalls eine 
Heterogenität zwischen den Tumoren (Gupta et al., 2002; Lim et al., 2005; Massarelli et 
al., 2005; Yu et al., 2007). Im Unterschied zu den untersuchten Experimentaltumoren 
fanden sich in den klinischen Studien jedoch einige Tumoren, in denen kein pAKT 
nachgewiesen werden konnte. Dieser Anteil variierte zwischen den Studien stark, eine 
Studie detektierte in nahezu jedem Tumor pAKT, eine andere in nur 54 % aller 
untersuchten Biopsien (Massarelli et al., 2005; Yu et al., 2007). Dabei ist zu 
berücksichtigen, dass in der vorliegenden Untersuchung nur sechs Tumorlinien 
untersucht wurden, die zwar die intertumorale Heterogenität widerspiegeln, aber nicht die 
gesamte Vielfalt der pAKT Konzentrationen zeigen. Möglichweise ist die durchgehend 
hohe Expression in den Experimentaltumoren Ausdruck der Selektion solcher Modelle mit 
besonders starker onkogener Aktivierung. 
Detektiert wurde das an der Serin 473- sowie das an der Threonin 308-Bindungsstelle 
phosphorylierte AKT. Es ist bekannt, dass die Phosphorylierung beider Bindungsstellen 
Voraussetzung für eine vollständige Aktivierung von AKT ist (Vivanco und Sawyers, 
2002). In den untersuchten Tumoren wurde eine Korrelation zwischen pAKT Ser und 
pAKT Thr gefunden, die nahelegt, dass es ausreichend sein könnte, nur eines der beiden 
Enzyme zu analysieren (Abbildung 3.1 F, G). Im Gegensatz dazu detektierte eine 
klinische Studie an 120 HNSCC Tumorbiopsien sowohl pAKT Ser als auch pAKT Thr und 
konnte keine Korrelation feststellen (Freudlsperger et al., 2015). Die Autoren beschreiben 
eine Korrelation zwischen pAKT Ser und dem Gesamtüberleben sowie dem 
progressionsfreien Überleben – nicht aber zwischen pAKT Thr und diesen Parametern. 
Die Gründe für die abweichende Expression sind unklar. In nahezu allen im folgenden 
Abschnitt aufgeführten klinischen Studien an Patientenmaterial wurde lediglich pAKT Ser 
bestimmt. Da in der vorliegenden Untersuchung in den Experimentaltumoren ein 
Zusammenhang zwischen der Expression von pAKT Ser und pAKT Thr gefunden wurde, 
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wurden Korrelationsanalysen mit weiteren Parametern lediglich mit pAKT Ser 
durchgeführt.  
Weiterhin wurde untersucht, inwiefern eine Korrelation zwischen pAKT und dem von 
diesem Enzym regulierten pGSK besteht. In der Tumorlinie SAS konnte diese Korrelation 
gefunden werden, nicht aber in den anderen fünf Tumorlinien (Abbildung 3.2 B, C). Es ist 
bekannt, dass an der Regulation von GSK neben dem PI3K/AKT-Signalweg auch andere 
Signalwege wie der Wnt/β-Catenin- und der Hedgehog-Signalweg beteiligt sind (Cohen 
und Frame, 2001). Ihr Einfluss könnte der Grund sein, dass in den untersuchten Tumoren 
das Ausmaß der Aktivierung von pAKT keinen Rückschluss auf die Aktivierung von GSK 
zulässt.  
Das phosphorylierte MAPK wurde auf eine mögliche Assoziation der RAS/MAPK- und 
PI3K/AKT-Signalwege untersucht. Es ist bekannt, dass beide Signalwege durch die 
gleichen Tyrosinkinasen aktiviert werden können. Auch kann RAS durch direkte Bindung 
an die regulatorische Untereinheit p85 PI3K aktivieren (Rodemann et al., 2007; 
Aksamitiene et al., 2012). Weiterhin zeigen Untersuchungen eine Hochregulation des 
PI3K/AKT-Signalweges als Reaktion auf eine MAPK-Inhibition (Mirzoeva et al., 2009). Die 
Strahlenresistenz der Tumoren hätte durch die Aktivierung eines oder beider Signalwege 
vermittelt sein können. In den durchgeführten in vivo Experimenten konnte dieser 
Zusammenhang nicht nachgewiesen werden (Abbildung 3.2 A). Die strahlenresistenteste 
Tumorlinie des Panels, UT-SCC-5, zeigte sowohl eine niedrige pAKT- als auch eine 
niedrige pMAPK-Expression. Die vorliegenden Daten zeigen keinen Zusammenhang 
zwischen dem basalen Gehalt von pAKT und pMAPK. Der Einfluss anderer Signalwege 
an der Regulation von MAPK in unbehandelten Tumoren scheint komplexer, als dass eine 
Korrelation zwischen der Aktivierung der RAS/MAPK- und PI3K/AKT-Signalwege in den 
untersuchten Tumoren gezeigt werden konnte.  
Da die Hypoxie bei der Strahlenresistenz eine wichtige Rolle spielt und ein 
mechanistischer Zusammenhang zwischen der Hypoxie und dem PI3K/AKT-Signalweg 
beschrieben ist, wurde die Aktivierung des Signalweges auf einen Zusammenhang mit 
bereits ermittelten radiobiologischen Parametern zur Hypoxie untersucht. Präklinische 
Studien zeigen eine Abnahme der Hypoxie infolge der Hemmung von PI3K, so dass 
postuliert werden könnte, dass eine basal niedrige pAKT Expression mit einer niedrigen 
Hypoxie einhergeht (Fokas et al., 2012a). Zur Bestimmung der Hypoxie wurden in der 
vorliegenden Arbeit zwei verschiedene Marker herangezogen. Immunhistochemisch 
untersucht wurden der externe Hypoxie-Marker Pimonidazol, auf Grundlage dessen sich 
die pHF bestimmen lässt, und der Gehalt des endogenen Hypoxiefaktors HIF-1α. 
Pimonidazol, welches den Mäusen kurz vor der Tumorentnahme injiziert wird, wird bei 
einem Sauerstoffpartialdruck unter 10 mm Hg in den Zellen irreversibel gebunden. In den 
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hier untersuchten Tumoren konnte kein Zusammenhang zwischen dem Gehalt von pAKT 
und der Pimonidazol hypoxischen Fraktion (pHF) nachgewiesen werden 
(Abbildung 3.3 A). Im Gegensatz dazu korrelierte die Expression des endogenen Hypoxie-
Markers HIF-1α mit der Expression von pAKT Ser (Abbildung 3.3 B). Der scheinbare 
Widerspruch wird durch verschiedene Studien gestützt, die, unter anderem auch an den 
hier verwendeten Tumormodellen, zeigen, dass HIF-1α nicht generell mit der 
Pimonidazol-Bindung kolokalisiert ist und auch die Expression nicht mit der pHF korreliert 
(Janssen et al., 2002; Rademakers et al., 2011; Helbig et al., 2012). Gründe für die 
fehlende Korrelation könnten sein, dass die HIF-1α Stabilisierung und die 
Pimonidazolbindung unter abweichenden Sauerstoffpartialdrücken erfolgen und sich die 
Akkumulationskinetiken beider Marker unterscheiden (Vordermark et al., 2004; Sobhanifar 
et al., 2005). Während Pimonidazol-positive Bereiche vor allem in der Nähe nekrotischer 
Areale lokalisiert sind, also in Gebieten mutmaßlich chronischer Hypoxie, kann HIF-1α 
auch eine vorübergehende oder akute Hypoxie abbilden. Darüber hinaus wird diskutiert, 
dass HIF-1α auch Sauerstoff-unabhängig reguliert werden kann (Dewhirst et al., 2008). 
Der fehlende Zusammenhang zwischen pAKT Expression und Pimonidazol positiven 
Bereichen in den untersuchten Tumoren steht in Einklang mit einer klinischen Studie an 
58 HNSCC-Biopsien, die ebenfalls keine Korrelation zwischen diesen Parametern findet 
(Nijkamp et al., 2011). Eine Regulation von HIF-1α durch den PI3K/AKT-Signalweg wurde 
hingegen in mehreren Studien beschrieben (Zhong et al., 2000; Peng et al., 2006). So 
zeigten Zhong et al. in humanen Prostatakrebszellen eine Stimulation der HIF-1α 
abhängigen Transkription über eine Aktivierung von AKT (Zhong et al., 2000). Bei den 
vorliegenden Untersuchungen muss als Limitation berücksichtigt werden, dass die 
Analyse der Pimonidazol hypoxischen Fraktion an anderen Tumoren als die 
Expressionsanalyse von HIF-1α und pAKT erfolgte. Des Weiteren wurde der Gehalt von 
HIF-1α und pAKT durch Western Blot Analyse ermittelt, die Bindung von Pimonidazol 
wurde hingegen durch immunhistochemische Färbung ausgewertet. Zusammengefasst 
deuten die vorliegenden und bereits publizierten Daten auf einen Zusammenhang 
zwischen dem basalen Gehalt von HIF-1α und pAKT hin. Um mehr Informationen über 
das Verhältnis der Hypoxiemarker zu pAKT zu gewinnen, wäre es sinnvoll, 
Kolokalisationsuntersuchungen der Pimonidazolbindung sowie der Expression von pAKT 
und HIF-1α durchzuführen. Interessant wäre dabei insbesondere die Frage der 
Lokalisation von pAKT und HIF-1α zueinander sowie in Bezug auf chronische und akute 
Hypoxieareale. Eine Kolokalisation von pAKT und HIF-1α würde den beschriebenen 
mechanistischen Zusammenhang stärken. 
Der Einfluss einer fraktionierten Bestrahlung auf den Aktivierungsstatus des PI3K/AKT-
Signalweges wurde an Tumoren aus vorangegangenen Experimenten des Dresdner 
OncoRay-Zentrums untersucht. Die Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges in vitro nach 
Bestrahlung wird in der Literatur beschrieben (Dent et al., 2003; Shimura et al., 2010). 
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Interessant ist insbesondere die Arbeit von Shimura et al. In dieser Untersuchung wurde 
in Hela und HepG2 Zellen eine transiente Erhöhung von pAKT Ser direkt nach einer 
einmaligen Bestrahlung mit 2 Gy gefunden. 24 Stunden später konnte kein pAKT mehr 
nachgewiesen werden. Nach fraktionierter Bestrahlung mit 0,5 Gy zweimal täglich mit 
14 Fraktionen zeigte sich hingegen auch 24 Stunden nach der letzten Bestrahlung eine 
deutlich verstärkte Expression von pAKT Ser. Zur Aktivierung des Signalweges in vivo 
unter klinisch relevanter fraktionierter Bestrahlung sind kaum Daten publiziert. Eine Studie 
analysierte den Einfluss einer fraktionierten Bestrahlung mit 3 x 3 Gy auf die Expression 
von pAKT in FaDu Xenografts und konnte keine Aktivierung des Signalweges nachweisen 
(Santiago et al., 2010). In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Expressionsanalyse in 
Tumoren, die 24 Stunden nach der letzten Bestrahlung entnommen wurden, so dass 
temporäre Veränderungen innerhalb dieses Zeitraums nicht erfasst werden. Es wurden 
nur geringfügige Veränderungen der Expression der Enzyme des PI3K/AKT-Signalweges 
nach fraktionierter Bestrahlung in den untersuchten Tumoren festgestellt. Aus den 
ermittelten Veränderungen konnte kein einheitliches Aktivierungsmuster abgeleitet 
werden (Abbildung 3.4 A-C). Was auffällt, ist ein Anstieg von pAKT Ser bis zur fünften 
Fraktion in drei Tumorlinien: UT-SCC-14, UT-SCC-15 und XF354. Diese Tumorlinien 
zeigen auch die niedrigsten Tumorkontrolldosen, sind also besonders strahlenempfindlich 
(Tabelle 2.7). Bei den drei strahlenresistenteren Tumorlinien FaDu, SAS und UT-SCC-5 
ist keine Änderung in der Expression von pAKT Ser unter fraktionierter Bestrahlung 
ersichtlich. Betrachtet man die Zunahme der pAKT Ser Konzentration nach fünf 
Fraktionen in den Tumorlinien, so ist eine Korrelation mit der Strahlensensibilität 
erkennbar (Abbildung 3.5 B). Nach zehn Fraktionen ist dieser Zusammenhang jedoch 
nicht mehr gegeben. Betrachtet man die prätherapeutischen Konzentrationen von pAKT 
Ser in Hinblick auf eine Korrelation mit der Strahlensensibilität, ist ein Trend erkennbar, da 
die zwei strahlenresistentesten Tumorlinien die niedrigste basale pAKT Ser Expression 
aufweisen (Abbildung 3.5 A). Zusammengefasst deuten die gefundenen Daten auf eine 
Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges in strahlensensiblen Tumorlinien unter 
fraktionierter Bestrahlung hin. Unklar ist hingegen, warum der Anstieg der pAKT 
Expression nur bis zur fünften Fraktion anhält, nach zehn Fraktionen jedoch wieder 
abfällt. Die strahlenresistenten Tumorlinien tendieren zu einem basal niedrigen Gehalt von 
pAKT, der sich im Laufe der Bestrahlung nur geringfügig ändert.  
Inwiefern bei HNSCC Tumoren eine Korrelation zwischen basaler pAKT Konzentration 
und dem Ansprechen auf unterschiedliche Behandlungen besteht, wurde in mehreren 
klinischen Studien an Patientenbiopsien untersucht. Nach der Mehrzahl der klinischen 
Studien korreliert ein hoher pAKT-Spiegel mit einer schlechteren Prognose (Gupta et al., 
2002; Ayala et al., 2004; Lim et al., 2005; Massarelli et al., 2005; Kim et al., 2006; Yu et 
al., 2007). Fünf von elf Studien zeigen demgegenüber jedoch eine schlechtere Prognose 
bei niedrigem pAKT-Spiegel bzw. finden keinen signifikanten Zusammenhang zwischen 
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aktiviertem AKT und dem klinischen Ergebnis (Blackhall et al., 2003; Nam et al., 2003; 
Shah et al., 2005; Nijkamp et al., 2011; Won et al., 2012). Betrachtet man nur die Studien, 
die Patienten mit HNSCC nach Strahlentherapie untersuchen, wird nur in einer (Nijkamp 
et al., 2011) von vier (Gupta et al., 2002; Massarelli et al., 2005; Yu et al., 2007) Studien 
ein besseres Überleben bei hohem pAKT im Tumor beschrieben. Insgesamt ist die 
Datenlage zur Frage nach einem Zusammenhang zwischen Aktivierung von pAKT und 
klinischer Prognose unabhängig von der Art der Behandlung kontrovers. Klinische Studien 
zur Prognose von HNSCC-Patienten nach Strahlentherapie deuten aber überwiegend auf 
ein verlängertes Überleben bei niedriger pAKT Expression vor Behandlungsbeginn hin. 
Dabei scheint die Aktivierung des Signalweges nicht nur Einfluss auf die 
Strahlenempfindlichkeit des Tumors zu nehmen, sondern auch eine wichtige Rolle bei 
Invasion und Metastasierung zu spielen. So fanden Nijkamp et al. eine inverse Korrelation 
zwischen N-Klassifikation und pAKT (Nijkamp et al., 2011). Patienten ohne 
Lymphknotenbefall zeigten eine höhere pAKT Konzentration in ihren Tumoren als 
Patienten mit Lymphknotenbefall. Allerdings ist die Datenlage zu dem Einfluss der AKT-
Aktivierung auf den Befall der Lymphknoten kontrovers. So zeigten Lim et al. in ihrer 
Studie eine signifikante Korrelation zwischen pAKT und Lymphknotenbefall (Lim et al., 
2005). Der Aspekt der Invasion und Metastasierung blieb in dem in der vorliegenden 
Untersuchung verwendeten Tiermodell unberücksichtigt, muss aber im Hinblick auf 
abweichende Ergebnisse im Vergleich zu klinischen Studien bedacht werden. Weitere 
Limitationen der vorliegenden Studie sind zu berücksichtigen. Die Analyse der Protein-
Expression erfolgte in der vorliegenden Arbeit mittels Western-Blot. Im Gegensatz dazu 
wurden in allen zitierten klinischen Studien die Biopsien durch immunhistochemische 
Analysen untersucht. Eine immunhistochemische Färbung bietet den Vorteil, dass die 
Intensität der Expression sowie die räumliche Verteilung im Tumor besser evaluiert 
werden kann. Bei der in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Western-Blot-Analyse 
von Experimentaltumoren wird hingegen ein Durchschnittswert ermittelt, regionale 
Unterschiede bleiben unberücksichtigt. Interessant ist vor diesem Hintergrund die 
Untersuchung von Shah et al., die den prognostischen Wert von pAKT an 78 NSCLC-
Patientenbiopsien sowohl immunhistochemisch als auch per Western-Blot analysierten 
und dabei unterschiedliche Ergebnisse ermittelten (Shah et al., 2005). Während die 
immunhistochemische Analyse keinen prognostischen Wert von pAKT zeigte, war dies bei 
der Western Blot-Untersuchung der Fall. Allerdings bezogen die Autoren die 
Konzentration von pAKT auf β-Aktin im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit, wo pAKT auf 
die Gesamt-AKT-Konzentration bezogen wurde. Zusammengefasst kann ein Einfluss der 
Nachweismethodik auf die prognostische Aussagekraft von pAKT vermutet werden. In der 
vorliegenden Arbeit wurde keine parallele Immunhistochemie von pAKT durchgeführt. Der 
systematische Vergleich von Western Blot und Immunhistochemie im Kontext der 
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prognostischen Aussagekraft stellt eine interessante Fragestellung für zukünftige 
Untersuchungen dar.  
In dem Panel von sechs HNSCC Tumorlinien konnte keine einheitliche Aktivierung des 
PI3K/AKT-Signalweges unter fraktionierter Strahlentherapie nachgewiesen werden. 
Allerdings zeigte sich in den strahlensensiblen Tumorlinien eine Erhöhung der pAKT-
Expression nach fünf Fraktionen, die nach zehn Fraktionen nicht weiter anstieg. Die zwei 
strahlenresistentesten Tumorlinien zeigten prätherapeutisch die niedrigsten pAKT-
Expressionen. Zusammenfassend unterstützen die in einem Panel von Experimental-
tumoren gewonnen Daten derzeit nicht den Einsatz von pAKT als Biomarker, um das 
Ansprechen auf eine fraktionierte Strahlentherapie vorherzusagen. Vielmehr scheinen die 
gewonnenen Ergebnisse im Einklang zu den kontroversen und teilweise inkonsistenten 
Daten anderer Arbeitsgruppen zu stehen. Somit sind trotz klarer radiobiologischer 
Rationale weitere methodische und translationale Untersuchungen zum potenziellen 
Stellenwert des AKT-Signalweges als prognostischer Biomarker für die Strahlentherapie 
von Kopf-Hals-Tumoren notwendig. Limitiert wird die vorliegende Analyse vor allem durch 
das Fehlen von Material zu verschiedenen kürzeren Zeitpunkten nach Bestrahlung, so 
dass mögliche temporäre Aktivierungen nicht erfasst wurden. Wesentlich ist des 
Weiteren, dass ein fehlender Nachweis von pAKT als Prognosemarker nicht zwangsläufig 
gegen die Annahme steht, dass der AKT-Signalweg eine Zielstruktur zur Überwindung der 
Strahlenresistenz darstellt. 
4.2 Bestimmung der Wirksamkeit eines selektiven PI3K-Inhibitors in HNSCC-
Zelllinien in vitro 
Die Wirkung einer selektiven PI3K-Inhibition durch Bay 80-6946 wurde in vitro in drei 
HNSCC untersucht. Verwendet wurden die Zelllinien Cal33, welche eine bekannte PI3K 
Mutation besitzt (The Broad Institute, 2014), sowie FaDu und UT-SCC-14. Im 
Proliferationsassay reagierte Cal33 am empfindlichsten auf die Inhibition von PI3K mit 
einer mittleren inhibitorischen Konzentration von etwa 4 nM, gefolgt von UT-SCC-14 mit 
etwa 13 nM und FaDu mit etwa 31 nM (Tabelle 3.3). Die Unterschiede in der 
Empfindlichkeit zwischen den drei Tumorlinien um etwa den Faktor 3 erscheinen jedoch 
gering. Im Gegensatz dazu konnten von Liu et al. in den Untersuchungen mit 
Bay 80-6946 an Brustkrebszelllinien IC50-Werte von 2 bis über 5.000 nM ermittelt werden 
(Liu et al., 2013). Die absoluten Zahlen können aufgrund eines abweichenden 
Experimentaldesigns nicht direkt miteinander verglichen werden. Relativ ist die 
intertumorale Heterogenität in den hier untersuchten Modellen jedoch deutlich geringer, 
was möglicherweise auf eine intrinsische Aktivierung des Signalweges zurückzuführen ist. 
FaDu und UT-SCC-14 gehören zu den Tumorlinien, die in unbehandelten Experimental-
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tumoren die stärkste Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges zeigten (Abbildung 3.1). Für 
Cal33 sind diese Daten nicht ermittelt worden, jedoch besitzt die Zelllinie eine PI3K 
Mutation und alle bei Liu et al. gefundenen Brustkrebszelllinien mit kleiner IC50 sind 
entweder HER-2 positiv oder weisen Mutationen in PI3K oder PTEN auf. 
Die spezifische Hemmung des PI3K/AKT-Signalweges durch Bay 80-6946 wurde in den 
drei HNSCC Cal33, FaDu und UT-SCC-5 klar gezeigt. Nach einer Behandlung mit 1 µM 
Bay 80-6946 konnte in keiner der drei Tumorlinien phosphoryliertes AKT nachgewiesen 
werden und auch die Konzentration von pGSK korrelierte mit der Inhibition von pAKT 
(Abbildung 3.7). Bei FaDu wurden unterhalb einer Konzentration von 0,1 µM Bay 80-6946 
geringe Mengen pAKT gefunden, bei Cal33 unterhalb von 0,02 µM Bay 80-6946 und bei 
UT-SCC-5 unterhalb von 0,01 µM Bay 80-6946. Die ermittelten inhibitorischen 
Konzentrationen können nur begrenzt mit der IC50 verglichen werden. Die Ursachen 
liegen in einem veränderten Experimentaldesign. Zudem waren die getesteten 
Konzentrationen um den Faktor 10 abgestuft, während die IC50 im Proliferationsassay 
nur um den Faktor 3 bzw. 8 variierte.  
Die Dauer der Inhibition des PI3K/AKT-Signalweges durch Bay 80-6946 wurde in vitro an 
den Zelllinien Cal33, FaDu und UT-SCC-5 untersucht. Wurden die drei Zelllinien eine 
Stunde mit Bay 80-6946 inkubiert, konnte kein phosphoryliertes AKT und nur eine geringe 
Expression von pGSK nachgewiesen werden (Abbildung 3.8). Schon 10 Minuten nach der 
Entfernung von Bay 80-6946 waren wieder pAKT und pGSK nur minimal geringer als in 
der Kontrolle nachweisbar. Diese Kinetik spricht für eine reversible Enzymhemmung 
durch Bay 80-6946. Inwiefern die in vitro gewonnenen Erkenntnisse zur Pharmakokinetik 
von Bay 80-6946 auch in vivo gelten, müssen experimentelle Studien am Tiermodell 
zeigen. 
Der Koloniebildungsassay misst das klonogene Überleben von Tumorzellen nach 
Bestrahlung und gleichzeitiger Behandlung mit zytotoxischen Substanzen. Während im 
Proliferationsassay die Toxizität einer Substanz bezogen auf die Proliferation aller Zellen 
untersucht wird, wird im Koloniebildungsassay gezielt der Einfluss auf die klonogenen 
Zellen ermittelt. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Bay 80-6946 auf das 
klonogene Überleben von drei HNSCC (Cal33, FaDu und UT-SCC-5) untersucht. Bei 
keiner der mit dem Inhibitor behandelten HNSCC unterschied sich die klonogene 
Überlebensfraktion von der entsprechenden Kontroll-Gruppe. Darüber hinaus konnte kein 
strahlensensibilisierender Effekt von Bay 80-6946 gefunden werden (Abbildung 3.9). 
Durchgeführt wurde der Assay, indem die Zellen zunächst bestrahlt und im Anschluss für 
24 Stunden mit dem Inhibitor behandelt wurden. Nach 14-tägiger Inkubation wurden die 
gebildeten Kolonien ausgezählt. Verwendet wurden Konzentrationen von Bay 80-6946, 
die im Western Blot eine klare Inhibition des Signalweges gezeigt hatten. Der Beginn der 
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Inkubation mit dem Inhibitor direkt nach der Bestrahlung erfolgte in Anlehnung an die 
Untersuchungen von Fokas et al., die zeigten, dass die Gabe eines dualen PI3K/mTOR-
Inhibitors eine Stunde vor oder direkt im Anschluss an die Bestrahlung einen 
strahlensensibilisierenden Effekt auf FaDu-Zellen hatte (Fokas et al., 2012b). Der 
Zeitraum von 24 Stunden Inkubation nach Bestrahlung wurde gewählt, da in diesem 
Zeitraum der wesentliche Teil der Reparaturprozesse der strahleninduzierten DNA-
Schäden in der Zelle abläuft (Wouters und Begg, 2009). Der PI3K/AKT-Signalweg ist über 
verschiedene Mechanismen an diesen Reparaturprozessen beteiligt. So stimuliert unter 
anderem AKT die Aktivität von DNA-PKcs, dem zentralen Molekül des NHEJ, was zu 
einer Zunahme der Reparatur von Doppelstrangbrüchen führt (Toulany et al., 2012). 
Passend zu diesen Untersuchungen zeigen mehrere Publikationen eine 
Strahlensensibilisierung im Koloniebildungsassay durch Inhibition des Signalweges. Dies 
wurde zum Beispiel mit dem unspezifischen PI3K-Inhibitor LY294002, dem AKT-Inhibitor 
API sowie den zwei dualen PI3K/mTOR-Inhibitoren NVP-BEZ235 und PF-05212384 
gezeigt (Kim et al., 2005; Toulany et al., 2008; Konstantinidou et al., 2009; Fokas et al., 
2012b; Leiker et al., 2015). Auch Untersuchungen mit siRNA, welche spezifisch die 
Synthese von Untereinheiten von PI3K inhibierten, zeigten in verschiedenen 
Tumorzelllinien eine Erhöhung der Strahlensensibilität (Kim et al., 2005). Nicht gezeigt 
werden konnte die Strahlensensibilisierung hingegen mit dem PI3K-Inhibitor ZSTK474, 
wenn Hela-Zellen 24 Stunden direkt nach der Bestrahlung mit diesem inkubiert wurden 
(Anzai et al., 2011). Warum bei mehreren Inhibitoren eine Strahlensensibilisierung gezeigt 
werden konnte, bei Bay 80-6946 jedoch nicht, ist unklar. Eine unzureichende Inhibition ist 
ausgeschlossen, da im Western Blot eine vollständige Unterdrückung der Bildung von 
pAKT bei den verwendeten Konzentrationen gezeigt werden konnte. Die Dauer der 
Inhibition von 24 Stunden entsprach vielen der zitierten Studien. In der zuvor genannten 
Untersuchung zum PI3K-Inhibitor ZSTK474 wurde eine Strahlensensibilisierung erzielt, 
wenn die Dauer der Inkubation der Zellen von 24 Stunden auf 14 Tage nach Bestrahlung 
ausgedehnt wurde. Die Autoren begründen den Effekt nach 14 Tagen Behandlung jedoch 
weniger mit dem Einfluss auf das klonogene Überleben als mit einer verstärkten 
antiproliferativen Wirkung, die sich in der verminderten Koloniegröße der bestrahlten 
Zellen zeigte (Anzai et al., 2011). Ein anderer Grund könnte in der mangelnden Spezifität 
der verwendeten Inhibitoren liegen. So ist bekannt, dass LY294002 neben PI3K 
zahlreiche weitere Moleküle hemmt. Das zitierte NVP-BEZ235 inhibiert sowohl PI3K als 
auch mTOR und es wird diskutiert, dass der strahlensensibilisierende Effekt des Inhibitors 
auch durch die katalytische Inhibition durch ATM und DNA-PKcs vermittelt wird (Gharbi et 
al., 2007; Mukherjee et al., 2012; Gil del Alcazar et al., 2014). Die Kinasen ATM und DNA-
PKcs spielen eine wichtige Rolle in der Reparatur der DNA bei strahleninduzierten 
Doppelstrangbrüchen. Leiker et al. zeigten bei einem weiteren dualen PI3K/mTOR-
Inhibitor, PF-05212384, im Koloniebildungsassay an zwei HNSCC eine Strahlen-
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sensibilisierung (Leiker et al., 2015). Auch die Tumorzelllinie FaDu wurde in dieser Studie 
untersucht und ein strahlensensibilisierender Effekt nach Inkubation mit dem Inhibitor und 
Bestrahlung mit 7 Gy gezeigt. Unklar sind die gefundenen Unterschiede der zitierten 
Studie im Vergleich zur vorliegenden Untersuchung bei entsprechendem 
Experimentaldesign. Eine mögliche Ursache liegt in der verwendeten Zelllinie, da im 
Dresdener OncoRay-Zentrum mit der Sublinie FaDuDD geforscht wird (Eicheler et al., 
2002). So scheint der direkte Vergleich der Ergebnisse auch darauf hinzudeuten, dass 
sich die beiden Zelllinien in ihrer Strahlensensibilität unterscheiden und FaDuDD im 
Gegensatz zu FaDu eine höhere Strahlensensibilität aufweist. 
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse in vitro eine deutliche Inhibition von 
Bay 80-6946 am Zielmolekül PI3K, welche die Bildung von phosphoryliertem AKT 
vollständig verhinderte. Die Dauer der Inhibition hielt allerdings nur für die Dauer der 
Inkubation mit dem Inhibitor an. Wurde er entfernt, konnte schon nach kurzer Zeit wieder 
eine Aktivierung des Signalweges festgestellt werden. Eine deutliche Hemmung der 
Proliferation in drei HNSCC konnte schon bei geringen Konzentrationen von Bay 80-6946 
gezeigt werden. Warum eine strahlensensibilisierende Wirkung im Koloniebildungsassay 
im Gegensatz zu vielen publizierten Untersuchungen zu Inhibitoren von PI3K allerdings 
nicht erkennbar ist, ist unklar. Als mögliche Ursachen kommen abweichende Spezifitäten 
der verwendeten Inhibitoren, Unterschiede in den verwendeten Tumorzelllinien und am 
Experimentaldesign in Frage. Der ausbleibende Effekt von Bay 80-6946 auf das 
klonogene Zellüberleben nach Bestrahlung sollte in weiterführenden Studien auf 
molekularer Ebene analysiert werden. So könnte die Frage, inwiefern Bay 80-6946 
Einfluss auf die Reparatur von strahleninduzierten DNA-Schäden nimmt, durch Detektion 
von ɣH2AX beantwortet werden. 
4.3 Bestimmung der Wirksamkeit eines selektiven PI3K-Inhibitors und des 
Einflusses auf radiobiologische Parameter in vivo 
Die Wirkung einer selektiven PI3K-Inhibition wurde in einem Panel von neun 
verschiedenen humanen HNSCC sowie zwei NSCLC in Nacktmäusen untersucht. 
Endpunkt der Untersuchungen war die Tumorwachstumsverzögerung. Auf Empfehlung 
des Herstellers wurde ein Dosierschema verwendet, bei dem die Tiere alle 48 Stunden 
mit einer Dosis von 14 mg/kg KG Bay 80-6946 über einen Zeitraum von insgesamt neun 
Tagen behandelt wurden. Das Ansprechen auf den Inhibitor unterschied sich stark 
zwischen den Tumormodellen (Abbildung 3.10 - Abbildung 3.20). Keinen oder nur einen 
marginalen, statistisch nicht signifikanten Effekt zeigten die Tumorlinien XF354, GLF, UT-
SCC-5 sowie UT-SCC-14 (Abbildung 3.21). Bei der NSCLC-Linie A549 ist ein Ansprechen 
zwar erkennbar, aber statistisch nicht signifikant. Eine signifikante Wachstums-
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verzögerung wurde dagegen bei SAS, UT-SCC-8, SAT, FaDu und H460 beobachtet. Das 
Ansprechen dieser Tumorlinien war vergleichbar, die spezifische Wachstumsverzögerung 
zum Erreichen des dreifachen Ausgangsvolumens lag zwischen 0,6 und 1,3. Eine SGDv3 
von 1 bedeutet eine Verdopplung der Zeit bis zum Erreichen des dreifachen 
Ausgangsvolumens unter der Behandlung mit dem Inhibitor. Das stärkste Ansprechen auf 
die selektive Hemmung von PI3K zeigte Cal33 mit einer SGDv3 von 3,9. Im Vergleich zur 
Kontrollgruppe benötigten die Tumoren fünfmal so lang, um das dreifache 
Ausgangsvolumen zu erreichen. Der Grund für das wesentlich bessere Ansprechen von 
Cal33 lässt sich durch die bekannte heterozygote Mutation von PI3KCA erklären. Dieses 
Ergebnis passt auch zu Untersuchungen zu dem verwendeten PI3K-Inhibitor Bay 80-6946 
sowie zu dem PI3K-Inhibitor PX866, die zeigten, dass Tumoren mit einer PI3KCA-
Mutation am stärksten auf eine PI3K-Inhibition ansprachen (Ihle et al., 2009; Keysar et al., 
2013; Liu et al., 2013).  
Unstimmig scheint daher zunächst das geringe Ansprechen der NSCLC-Linie H460 auf 
die Inhibition, da diese Tumorzelllinie ebenfalls eine PI3KCA-Mutation trägt. Der Effekt auf 
H460 unterscheidet sich nur geringfügig von dem Effekt auf die andere getestete NSCLC-
Linie A549, welche die Mutation nicht trägt. Die Daten sind jedoch im Einklang mit einer 
Studie, die an Xenografttumoren ebenfalls nur einen geringfügigen Unterschied in der 
Wirkung eines PI3K-Inhibitors (PX-866) auf H460 und A549 zeigte (Ihle et al., 2009). 
Vergleicht man dazu die inhibitorischen Konzentrationen aus der Arbeit von Liu et al. zu 
Bay 80-6946, so ist ersichtlich, dass auch bei den Tumorlinien mit einer Mutation von 
PI3KCA die Hemmung der Proliferation stark variierte – bei den empfindlichsten Zelllinien 
liegt die IC50 bei 2 nmol/l, bei H460 hingegen bei etwa 70 nmol/l (Liu et al., 2013). In der 
vorliegenden Untersuchung zeigt H460, trotz der bekannt PI3KCA-Mutation, eine höhere 
IC50 als A549. Eine mögliche Erklärung für den Unterschied könnte in der Expression von 
PTEN liegen. In einer Untersuchung zum PTEN-Status der beiden Tumorzelllinien wurde 
eine stärkere Expression von PTEN bei H460 verglichen mit A549 nachgewiesen (Jung et 
al., 2010). Die Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges durch die PI3KCA-Mutation könnte 
also bei H460 durch eine verstärkte Expression von PTEN vermindert werden, was das 
unterschiedliche Ansprechen auf die PI3K-Inhibition im Vergleich zu Cal33 erklären 
würde. Interessant ist in diesem Zusammenhang auch die Arbeit von Garralda et al., die 
in einer klinischen Studie Mutationen in 23 Patienten-Tumoren analysierten (Garralda et 
al., 2014). Anhand der Alterationen schlugen sie eine passende Therapie vor und testeten 
diese in individualisierten Maus-Xenografts, die direkt aus dem Tumor-Material der 
Patienten generiert worden waren (Garralda et al., 2014). Dabei zeigten Tumoren, die 
aufgrund einer Mutation von PI3KCA eine Sensitivität gegen PI3K-Inhibitoren hätten 
erwarten lassen, im Patienten kein Ansprechen auf die entsprechenden Substanzen. Eine 
Mutation des PI3K/AKT-Signalweges scheint also allein kein Prädiktor für ein Ansprechen 
auf einen PI3K-Inhibitior zu sein. 
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Ein Vergleich des Effektes von Bay 80-6946 in vivo mit Daten anderer Arbeitsgruppen zu 
dieser Thematik ist durch methodische Probleme eingeschränkt. Unter anderem werden 
häufig Volumenänderungen, jedoch nicht die tatsächliche Tumorwachstumsverzögerung 
berichtet. Dabei ist die Tumorwachstumsverzögerung als die Differenz in Tagen definiert, 
die behandelte Tumoren im Verhältnis zu unbehandelten benötigen, bis ein spezifisches 
Volumen erreicht wird (Teicher, 2006; Zips, 2009). Betrachtet man die zu PI3K-Inhibitoren 
publizierten Daten, wird der Assay jedoch häufig gestoppt (bzw. die entsprechenden 
Daten nicht veröffentlicht) bevor ein Wiederwachstum der behandelten Tumore einsetzt 
(Garlich et al., 2008; Maira et al., 2008; Keysar et al., 2013; Liu et al., 2013). In manchen 
Publikationen wird der Einfluss eines Inhibitors auf die Wachstumsverzögerung auch nur 
zu einem Zeitpunkt gezeigt (Engelman et al., 2008; Garlich et al., 2008; Maira et al., 2008; 
Ihle et al., 2009; Keysar et al., 2013; Liu et al., 2013). Unter Berücksichtigung dieser 
Einschränkungen zeigt sich in Übereinstimmung mit den vorliegenden Daten eine 
deutliche intertumorale Heterogenität im Ansprechen auf eine PI3K-Inhibition mit in 
wenigen Tumormodellen starken Wachstumsverzögerung (Gupta et al., 2003; 
Konstantinidou et al., 2009; Anzai et al., 2011; Fokas et al., 2012a). Nur wenige Arbeiten 
zur PI3K-Inhibition sind an HNSCC in vivo durchgeführt worden. Herzog et al. 
untersuchten den PI3K/mTOR Inhibitor PF-04691502 an zwei HNSCC Tumorzelllinien, 
die sich im TP53-Mutationsstatus unterschieden (Herzog et al., 2013). Die mutierte 
Zelllinie zeigte eine deutliche Tumorwachstumsverzögerung unter der täglichen Gabe des 
Inhibitors über 21 Tage (nicht jedoch über nur fünf Tage). Bei der wtTP53 Zelllinie erzielte 
die Inhibition keinen Effekt. Ob eine Mutation von TP53 die Wirkung einer PI3K-Inhibition 
beeinflusst, kann anhand der vorliegenden Daten nicht überprüft werden, da alle 
diesbezüglich untersuchten HNSCC-Tumoren diese Mutation aufwiesen (Eicheler et al., 
2002). Für SAT und XF354 ist der Mutationsstatus unbekannt. Qayum et al. untersuchten 
den PI3K-Inhibitor GDC-0941 und zeigten zwar einen Einfluss des Inhibitors auf das 
Tumormikromilieu, eine signifikante Wachstumsverzögerung wurde allerdings nicht 
beobachtet (Qayum et al., 2012). Eine weitere Studie untersuchte den PI3K/mTOR 
Inhibitor NVP-BEZ235 an einer nasopharyngealen Tumorzelllinie und zeigte drei Tage 
nach Absetzen der Substanz eine signifikante Tumorwachstumsverzögerung (Ma et al., 
2014). Allerdings wurden in der Studie gepoolte Daten aus drei Versuchen und nur bis zu 
einem Tumorvolumen von 200 mm³ gezeigt. Ein Wiederwachstum der Tumoren, wie oben 
beschrieben, wurde nicht abgewartet bzw. nicht publiziert. Methodisch schlüssiger 
erscheint hingegen die Arbeit von Fokas et al., die für dieselbe Substanz keinen 
signifikanten Einfluss auf die Wachstums-verzögerung von FaDu-HRE-luc Xenografts 
nachweisen konnten (Fokas et al., 2012a). Auch Leiker et al. konnten mit dem 
PI3K/mTOR Inhibitor PF-05212384 in Xenografttumoren der HNSCC-Linie UMSCC1 nur 
eine minimale Tumorwachstumsverzögerung beobachten (Leiker et al., 2015). 
Zusammengefasst legen die vorliegenden Daten sowie die publizierten Daten anderer 
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Substanzen nahe, dass eine alleinige Inhibition von PI3K in Xenograftmodellen einen eher 
moderaten wachstumshemmenden Effekt auf HNSCC ausübt. 
Von großem Interesse für die Strahlentherapie sind die Kombinationsexperimente aus 
selektiver PI3K-Inhibition und fraktionierter Bestrahlung. Ausgewählt wurden für diese 
Untersuchungen basierend auf den bereits dargestellten Ergebnissen drei HNSCC-
Modelle, die die intertumorale Heterogenität im Ansprechen auf die alleinige PI3K-
Inhibition widerspiegeln. Dieses Vorgehen wurde auch vor dem Hintergrund der zu 
erwartenden klinischen Heterogenität bei Patienten gewählt. Dabei wurden die 
Tumorlinien UT-SCC-5 (schlechtes Ansprechen), FaDu (moderates Ansprechen) und 
Cal33 (starkes Ansprechen) ausgewählt.  
Die Tumorzelllinie FaDu zeigte den stärksten Effekt auf die Kombinationstherapie 
(Abbildung 3.23). Das Ansprechen auf die alleinige Behandlung mit dem Inhibitor sowie 
auf die alleinige Bestrahlung war eher moderat. Die Auswertung der spezifischen 
Wachstumsverzögerung spricht für einen supraadditiven Effekt der Kombinationstherapie 
in diesem Tumormodell. Bei Cal33 wurde durch die Kombinationstherapie ein additiver 
Effekt auf die Wachstumsverzögerung erzielt - die SGDv5 unter Bay 80-6946 und RT 
betrug 3,2, unter alleiniger RT 2,3 und unter dem Inhibitor 1,1 (Tabelle 3.16). Die 
Tumorzelllinie sprach in diesem Experimentaldesign deutlich geringer auf die 
Monotherapie an als in der vorhergehenden Studie (SGDv5 1,1 vs. 3,9). Überraschend war 
das Ergebnis der Wachstumsverzögerung von UT-SCC-5 (Abbildung 3.24). Bei der 
alleinigen Behandlung mit Bay 80-6946 war der Effekt auf das Tumorwachstum dem bei 
Cal33 vergleichbar, obwohl UT-SCC-5 im ersten Experimentaldesign den geringsten 
Effekt und Cal33 mit Abstand den stärksten Effekt gezeigt hatte. Auch die 
Kombinationstherapie erzielte bei UT-SCC-5 dieselbe moderate Wirkung wie bei Cal33. 
Allerdings muss bei den Ergebnissen von UT-SCC-5 in den Kombinationsexperimenten 
berücksichtigt werden, dass aufgrund einer ausgeschlossenen Kohorte pro 
Behandlungsarm nur 6-8 Tiere ausgewertet werden konnten.  
Die zum Teil deutlichen Unterschiede im Ansprechen auf eine Monotherapie mit 
Bay 80-6946 zwischen den zwei Wachstumsverzögerungsassays sind vermutlich auf das 
abweichende Experimentaldesign zurückzuführen. Aufgrund des längeren 
Gesamtbehandlungszeitraumes von insgesamt 29 Tagen wurde die Behandlung bei 
einem kleineren Tumordurchmesser von 4 mm im Gegensatz zu 7 mm bei der 
Monotherapie begonnen. Die Bestrahlung, 5 Fraktionen mit jeweils 2 Gy, begann am 
8. Tag, nachdem den Tieren schon zwei Dosen Bay 80-6946 verabreicht worden waren. 
Das Behandlungsschema wurde von 14 mg/kg KG Bay 80-6946 alle zwei Tage auf eine 
wöchentliche Gabe von 20 mg/kg KG Bay 80-6946 umgestellt. Der Grund der Umstellung 
war, ein für die Klinik vereinfachtes Therapieprotokoll anzuwenden. Daten zur 
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Pharmakokinetik lagen den Experimentatoren bei der Planung der Versuche nicht vor, 
erst im Nachhinein wurden diese Daten veröffentlicht (Liu et al., 2013). Die publizierten 
Daten zeigen eine Plasma-Halbwertszeit von 0,7 Stunden in Mäusen, Daten zur Tumor-
Halbwertszeit sind nicht publiziert. Ob bei einer Plasma-Halbwertszeit von weniger als 
einer Stunde bei einem Dosierintervalls von sieben Tagen ausreichend hohe Inhibitor-
Konzentrationen im Tumor erreicht werden können, ist fraglich. Warum allerdings der 
Effekt des Inhibitors bei UT-SCC-5 bei der wöchentlichen Verabreichung bei einer 
insgesamt niedrigeren Dosis stärker war als bei der Gabe alle zwei Tage, ist unklar.   
Die Arbeitsgruppe von Fokas et al. aus Oxford untersuchte in einer Studie die Wirkung 
des dualen PI3K/AKT-Inhibitors NVP-BEZ235 in Kombination mit Bestrahlung auf die 
Wachstumsverzögerung von FaDu-HRE-luc Xenografttumoren (Fokas et al., 2012a). Sie 
beobachteten eine signifikante Verlängerung der Tumorwachstumsverzögerung, wenn 
zusätzlich zur täglichen Gabe des Inhibitors eine Einzeldosisbestrahlung von 6 Gy am 
7. Tag nach Behandlungsbeginn erfolgte. Interessant ist ein detaillierter Vergleich der 
Studie mit der vorliegenden Untersuchung. So sind sowohl die Wachstumszeiten der 
unbehandelten als auch der mit Inhibitor behandelten FaDu-Tumoren aus Oxford denen 
der FaDuDD-Tumoren der Dresdner Arbeitsgruppe vergleichbar. Die unbehandelten 
Tumoren beider Tumormodelle benötigten etwa 18 Tage, um ein Tumorvolumen von 
700 mm3 zu erreichen, was in der vorliegenden Arbeit einem relativen Tumorvolumen von 
etwa 20 entspricht. Bei Behandlung mit dem Inhibitor NVP-BEZ235 wird dieses Volumen 
nach etwa 20, bei Behandlung mit Bay 80-6946 nach 22 Tagen erreicht – der Effekt der 
Inhibitoren auf die Tumorwachstumsverzögerung ist also vergleichbar moderat. Eine 
deutliche Diskrepanz ist hingegen bei den bestrahlten Tumoren zu beobachten – die 
Tumorlinie FaDuDD reagierte deutlich stärker auf die fraktionierte Bestrahlung mit 5 x 2 Gy 
als die Tumorlinie FaDu auf die einmalige Bestrahlung mit 1 x 6 Gy (Zeit bis zum Volumen 
von 700 mm3 38 vs. 29 Tage). Möglicherweise ist der Unterschied im Ansprechen auf die 
Bestrahlung nicht nur auf die unterschiedliche Dosis, sondern zusätzlich auf eine auch im 
Koloniebildungsassay beobachtete erhöhte Strahlenempfindlichkeit von FaDuDD 
zurückzuführen. Bei der kombinierten Behandlung aus Inhibitor und Bestrahlung zeigten 
die Tumoren bei Fokas et al. eine deutlich stärkere Wachstumsverzögerung im Vergleich 
zu den Tumoren in der vorliegenden Arbeit. Ursache dafür könnte die Tatsache sein, dass 
der Inhibitor NVP-BEZ235 den Tieren über die komplette Dauer des Experiments 
gegeben wurde, das entsprach 58 Tagen, während Bay 80-6946 nur über einen Zeitraum 
von 29 Tagen gegeben wurde. Dies sollte allerdings in einem verstärkten 
Wiederwachstum der Tumoren nach Absetzen von Bay 80-6946 erkennbar sein, was 
nicht beobachtet wurde. Ein möglicher Grund für die Diskrepanz könnte auch im bereits 
erwähnten erweiterten Wirkprofil von NVP-BEZ235 liegen: in der Literatur wird 
beschrieben, dass der strahlensensibilisierende Effekt des Inhibitors auch durch die 
katalytische Inhibition durch ATM und DNA-PKcs, zwei zentralen Enzymen bei der 
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Reparatur von Doppelstrangbrüchen, vermittelt wird (Mukherjee et al., 2012; Gil del 
Alcazar et al., 2014). Möglicherweise ist der Einfluss von NVP-BEZ235 auf die Reparatur 
strahleninduzierter DNA-Schäden weitaus effektiver als von Bay 80-6946. Ein wichtiger 
Unterschied liegt auch in der Wirkung der beiden Inhibitoren auf das Tumormikromilieu, 
welcher im nächsten Absatz diskutiert wird. Fokas et al. beobachteten unter NVP-BEZ235 
eine deutliche Reduktion der Hypoxie, die in der vorliegenden Arbeit unter Bay 80-6946 
nicht gefunden werden konnte. 
Die erste Gabe von Bay 80-6946 wurde eine Woche vor der ersten Bestrahlung gegeben, 
um mögliche Effekte, die der Inhibitor auf das Tumormikromilieu ausüben würde, 
auszunutzen. Durch die Inhibition des Signalweges wurde eine Normalisierung der 
Blutgefäße und eine Reduktion der Hypoxie erwartet, wie andere Arbeitsgruppen sie 
beschrieben hatten (Qayum et al., 2009; Fokas et al., 2012a). Dies konnten die 
immunhistochemischen Analysen jedoch nicht zeigen (Abbildung 3.27). Nach zwei 
Applikationen von Bay 80-6946 im Abstand von sieben Tagen und anschließender 
Tumorextirpation konnte in allen drei Tumorlinien kein Unterschied auf die Parameter 
Hypoxie, Anzahl der Gefäße und Perfusion im Vergleich zur Kontrolle gezeigt werden. 
Auch nach einer dreimaligen Gabe im Abstand von zwei Tagen wurde als einziger 
signifikant veränderter Parameter eine Reduktion der Perfusion bei Cal33 gefunden 
(Abbildung 3.26). Wurden die Tumoren zusätzlich zur Gabe von Bay 80-6946 bestrahlt, so 
zeigte sich ebenfalls kein Einfluss auf das Tumormikromilieu im Vergleich zur alleinigen 
Bestrahlung.  
Fokas et al. zeigten dagegen in ihren Experimenten zur dualen Inhibition von PI3K/mTOR 
einen deutlichen Einfluss der Inhibition auf verschiedene Parameter des 
Tumormikromilieus: eine tägliche Applikation des Inhibitors über sieben Tage führte zu 
einer Normalisierung des Gefäßnetzes, erhöhte die Perfusion und reduzierte die Hypoxie 
(Fokas et al., 2012a). Ob nun der PI3K-Inhibitor Bay 80-6946 keinen Einfluss auf das 
Tumormikromilieu ausübte oder ob dieser Effekt im vorliegenden Experimentaldesign 
nicht gezeigt werden konnte, ist unklar. Für das zweite Argument spricht, dass die 
Tumorentnahme möglicherweise zu früh erfolgte. Bei Fokas et al. wurden die Tumoren 
nach sieben Tage entnommen, zu diesem Zeitpunkt hatten die Tiere bereits sieben 
Applikationen des Inhibitors erhalten. In der vorliegenden Studie erfolgte die 
Tumorentnahme nach vier Tagen und drei Applikationen von Bay 80-6946 im ersten 
Experiment. Im zweiten Experiment wurden die Tumoren zwar erst nach acht Tagen 
entnommen, dafür waren aber auch erst zwei Applikationen des Inhibitors verabreicht 
worden. Ein anderer wesentlicher Unterschied lag in der Methodik. In der vorliegenden 
Arbeit wurde immunhistochemisch nur eine Ebene des Tumors analysiert. Fokas et al. 
verwendeten hingegen bildgebende Methoden wie Biolumineszenzdarstellung der 
Hypoxie in Luciferase exprimierenden Tumorlinien sowie Doppler-Ultraschall zur 
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Darstellung des Blutflusses und spezielle Tracer und Software zur Darstellung und 
Berechnung der Gefäßstruktur und konnten damit einen besseren Überblick über das 
Tumormikromilieu im gesamten Tumor erzielten. 
Die mit Bay 80-6946 behandelten Versuchstiere zeigten abgesehen von einem 
temporären Gewichtsverlust unter den angegebenen Dosierungen keine weiteren 
Toxizitäten. Unmittelbar nach Behandlungsbeginn wurde eine signifikante Abnahme des 
Ausgangsgewichts um etwa 10 % festgestellt, wenn die Substanz alle zwei Tage gegeben 
wurde. Nach Absetzen der Substanz erholten sich die Tiere wieder und das 
Körpergewicht entsprach 14 Tage später dem der Kontrolltiere. Wurde der Inhibitor nur 
einmal wöchentlich verabreicht, war dieser Effekt wesentlich geringer ausgeprägt. 
In drei experimentellen HNSCC wurde bei der Kombination einer selektiven PI3K-
Inhibition mit fraktionierter Bestrahlung im Wachstumsverzögerungsassay nur bei der 
Tumorzelllinie FaDu ein signifikanter und – im Vergleich zur alleinigen Strahlentherapie 
bzw. Inhibitorgabe - supraadditiver Effekt gezeigt. Bei den zwei Tumorlinien Cal33 und 
UT-SCC-5 konnte nur ein moderater Effekt unter der Kombinationstherapie beobachtet 
werden. Der Mechanismus der bei FaDu beobachteten Strahlensensibilisierung ist unklar. 
So konnte immunhistochemisch kein Einfluss von Bay 80-6946 auf die Parameter des 
Tumormikromilieus Hypoxie, Anzahl der Gefäße und Perfusion gezeigt werden. Auch im 
Koloniebildungsassay konnte kein strahlensensibilisierender Effekt der PI3K-Hemmung 
auf zellulärer Ebene beobachtet werden. Zusammenfassend zeigen die vorliegenden 
Daten, dass durch die Kombination von fraktionierter Bestrahlung und selektiver PI3K-
Inhibition in HNSCC-Xenografttumoren ein supraadditiver Effekt auf die 
Tumorwachstumsverzögerung erzielt werden kann. Jedoch wurde dieser Effekt nur in 
einer von drei untersuchten Tumorlinien gefunden. In weiteren Untersuchungen sollte der 
zugrundeliegende Mechanismus der Strahlensensibilisierung vertiefend analysiert 
werden. So könnte mit bildgebenden Methoden im Tiermodell die Änderung der Hypoxie 
im Verlauf der Experimente abgebildet werden. Inwiefern der PI3K-Inhibitor Einfluss auf 
die Reparatur von strahleninduzierten DNA-Schäden nimmt, könnte durch Detektion von 
ɣH2AX in behandelten und unbehandelten Tumoren untersucht werden.  
4.4 Klinische Bedeutung der Ergebnisse und Ausblick   
Durch die Kombination einer fraktionierten Strahlentherapie mit einem selektiven PI3K-
Inhibitior konnte in der vorliegenden experimentellen Arbeit ein deutlicher Effekt auf die 
Tumorwachstumsverzögerung von Kopf-Hals-Tumoren gezeigt werden. Das Ausmaß des 
Ansprechens unterschied sich jedoch zwischen den drei untersuchten Tumorlinien und 
wirft die Frage nach der Ursache dieser Variabilität auf. Die ungenügende Wirksamkeit 
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der Kombinationstherapie in zwei Tumormodellen unterstreicht die Notwendigkeit der 
Entwicklung von prädiktiven Verfahren. Die Ergebnisse dieser Arbeit und die kontroversen 
Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppe deuten darauf hin, dass die alleinige Erfassung 
der pAKT-Expression dabei nicht ausreichend zu sein scheint. Sinnvoll erscheint die 
Kombination der Expressionsanalyse mit genomischen Untersuchungen. Ergänzende 
PET-Analysen im Verlauf der Therapie könnten die Effektivität der Kombinationstherapie 
im individuellen Tumor voraussagen und sollten im Hinblick auf einen klinischen Einsatz 
evaluiert werden.   
Vor dem Einsatz eines PI3K-Inhibitors unter fraktionierter Strahlentherapie sollte in 
weiteren Experimenten der zugrundeliegende Mechanismus der Strahlensensibilisierung 
geklärt werden. Als zentrale Mechanismen sollten dabei vertiefend der Einfluss der 
selektiven PI3K-Inhibition auf das Tumormikromilieu sowie die Beteiligung des PI3K-
Inhibitors an der Reparatur strahleninduzierter Schäden untersucht werden. So ist die 
längere Gabe des Inhibitors vor Beginn der Strahlentherapie zu untersuchen, um 
festzustellen, ob eine längerfristige Gabe des Inhibitors einen Einfluss auf das 
Tumormikromilieu ausübt, welche im vorliegenden Versuchsaufbau nicht gesehen wurde. 
Auch könnte mit Hilfe bildgebender Verfahren in Xenografttumoren in vivo der Einfluss der 
Kombinationstherapie auf die Hypoxie und die Blutgefäße im Verlauf der Experimente 
analysiert werden. Der Einfluss auf die DNA-Reparatur könnte in ɣH2AX-Assays in 
unbehandelten und behandelten Tumoren untersucht werden. Da ein 
Wachstumsverzögerungsassay nur Hinweise auf den Erfolg einer Kombinationstherapie 







Hintergrund und Fragestellung/Hypothese 
Trotz verbesserter Diagnose und Therapiestrategien in der Behandlung von 
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs (HNSCC) in den letzten Jahrzehnten 
liegt das 5-Jahres-Überleben der Patienten bei nur etwa 60 %. Die hohe Mortalität ist 
zurückzuführen auf eine hohe Rezidivrate nach Radio- und Radiochemotherapie. 
Experimentelle und klinische Daten zeigen in dieser Tumorentität eine häufige 
Dysregulation des PI3K/AKT-Signalweges, der an verschiedenen Resistenzmechanismen 
beteiligt ist. Die Zielmoleküle des Signalweges sind involviert in DNA-Reparatur, 
Reoxygenierung und Repopulierung. Aufgrund der bekannten Beteiligung des PI3K/AKT-
Signalweges an diesen wichtigen radiobiologischen Resistenzmechanismen beschäftigt 
sich die vorliegende Arbeit mit folgenden Fragestellungen: 
1. Charakterisierung des Aktivierungsstatus des PI3K/AKT-Signalweges in 
Korrelation mit radiobiologischen Parametern in HNSCC-Experimentaltumoren 
2. Bestimmung der Wirksamkeit des selektiven PI3K-Inhibitors Bay 80-6946 in 
HNSCC-Zelllinien in vitro 
3. Untersuchung der Wirksamkeit von Bay 80-6946 in einem Panel von HNSCC-
Experimentaltumoren in vivo mit und ohne Bestrahlung sowie des Einflusses der 
PI3K-Inhibition auf radiobiologische Parameter 
Material und Methode/Ergebnisse 
1. Charakterisierung des Aktivierungsstatus des PI3K/AKT-Signalweges in 
Korrelation mit radiobiologischen Parametern in HNSCC-Experimentaltumoren 
Für die vorliegende Untersuchung wurde auf Tumormaterial von sechs verschiedenen 
Plattenepithelkarzinomzelllinien (FaDu, SAS, XF354, UT-SCC-5, UT-SCC-14, UT-SCC-
15) aus einer Biobank zurückgegriffen. Analysiert wurden Xenografttumoren, die mit 0, 3, 
5 oder 10 Fraktionen bestrahlt worden waren. Die Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges 
wurde mittels Western Blot-Analyse untersucht. Die publizierten Daten der lokalen 
Tumorkontrolle nach 30 Fraktionen in sechs Wochen, der Pimonidazol hypoxischen 
Fraktion und der HIF-1α-Proteinexpression wurden mit der pAKT-Expression korreliert.  
In allen unbehandelten Tumoren konnte pAKT nachgewiesen werden, wobei sich eine 
intratumorale Heterogenität in der Expression zeigte. Unter fraktionierter Strahlentherapie 
konnte in dem Panel von sechs Tumorlinien keine einheitliche Aktivierung des PI3K/AKT-
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Signalweges nachgewiesen werden. Die Expression des endogenen Hypoxiemarkers 
HIF-1α korrelierte in unbehandelten Tumoren mit der pAKT-Proteinexpression. Kein 
Zusammenhang wurde zwischen dem Gehalt von pAKT und der Pimonidazol 
hypoxischen Fraktion sowie der lokalen Tumorkontrolle nach 30 Fraktionen in sechs 
Wochen gefunden. 
2. Bestimmung der Wirksamkeit des selektiven PI3K-Inhibitors Bay 80-6946 in 
HNSCC-Zelllinien in vitro 
Die Experimente wurden an den humanen Plattenepithelkarzinomzelllinien Cal33, FaDu, 
UT-SCC-5 und UT-SCC-14 durchgeführt. In Proliferationsassays und weiteren Zellkultur-
experimenten wurde der Effekt des selektiven PI3K-Inhibitors Bay 80-6946 auf die 
Proliferation, die Phosphorylierung von AKT sowie die Dauer des inhibitorischen Effektes 
untersucht. Das klonogene Zellüberleben wurde bestimmt, indem die Tumorzellen mit 0, 
2, 4, 6 oder 8 Gy bestrahlt, 24 Stunden mit dem Inhibitor inkubiert und die entstandenen 
Kolonien nach 14 Tagen ausgezählt wurden.  
Eine deutliche Hemmung der Proliferation konnte an den Plattenepithelkarzinomzelllinien 
schon bei geringen Konzentrationen von Bay 80-6946 gezeigt werden. Die Zelllinie Cal33, 
welche eine bekannte PI3K Mutation besitzt, reagierte am empfindlichsten auf die 
Inhibition von PI3K, gefolgt von UT-SCC-14 und FaDu. Nach Inkubation mit 1 µM 
Bay 80-6946 konnte in keiner der drei Tumorlinien phosphoryliertes AKT nachgewiesen 
werden. Die Dauer der Inhibition hielt allerdings nur für die Dauer der Inkubation mit Bay 
80-6946 an. Das klonogene Zellüberleben nach Bestrahlung wurde durch die Behandlung 
mit dem Inhibitor nicht signifikant verändert. 
3. Untersuchung der Wirksamkeit von Bay 80-6946 in einem Panel von HNSCC-
Experimentaltumoren in vivo mit und ohne Bestrahlung sowie des Einflusses der 
PI3K-Inhibition auf radiobiologische Parameter 
Die Wirksamkeit von Bay 80-6946 wurde in einer Gruppe von neun verschiedenen Kopf-
Hals-Tumorlinien sowie zwei NSCLC-Tumorlinien untersucht (A549, Cal33, FaDu, GLF, 
H460, SAS, SAT, UT-SCC-5, UT-SCC-8, UT-SCC-14 und XF354). Experimenteller 
Endpunkt war die Tumorwachstumsverzögerung. Bay 80-6946 wurde insgesamt fünfmal 
im Abstand von 48 Stunden in einer Konzentration von 20 mg/kg KG intravenös injiziert. 
Die Behandlung begann bei einem Tumordurchmesser von 7 mm. In den drei Tumorlinien 
Cal33, FaDu und UT-SCC-5 wurde Bay 80-6946 zusätzlich zur Monotherapie auch in 
Kombination mit fraktionierter Bestrahlung untersucht. Diese Tumormodelle wurden 
ausgewählt, da sie die intertumorale Heterogenität im Ansprechen auf die alleinige PI3K-
Inhibition widerspiegeln. Die Tiere wurden mit 5 x 2 Gy täglich (Gesamtdosis 10 Gy) 
bestrahlt. Bay 80-6946 wurde einmal wöchentlich in einer Konzentration von 20 mg/kg KG 
über einen Zeitraum von 29 Tagen verabreicht. Die Behandlung begann eine Woche vor 
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der ersten Bestrahlungsfraktion. Aufgrund des verlängerten Gesamtbehandlungs-
zeitraums begann die Behandlung bereits bei einem Tumordurchmesser von 4 mm. In 
allen Experimentalarmen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Tumoren entnommen 
und immunhistochemisch auf die radiobiologischen Parameter Hypoxie, Anzahl der 
Gefäße und Perfusion untersucht. 
Hinsichtlich der Wirksamkeit von Bay 80-6946 auf unbehandelte Plattenepithelkarzinome 
lassen sich drei Gruppen abgrenzen: starkes Ansprechen bei Cal33, intermediäres 
Ansprechen (SAS, UT-SCC-8, SAT, FaDu) und fehlendes Ansprechen (XF354, GLF, 
UT-SCC-5, UT-SCC-14). Die NSCLC-Modelle A549 und H460 sprachen moderat auf 
Bay 80-6946 an. Bei der Kombinationstherapie von Bay 80-6946 mit fraktionierter 
Bestrahlung deutet sich bei Cal33 ein additiver und bei FaDu ein supraadditiver Effekt an. 
Bei UT-SCC-5 war in der Kombinationstherapie kein signifikanter Effekt auf das 
Tumorwachstum nachweisbar. Die immunhistochemischen Analysen zeigten in allen drei 
Tumorlinien weder bei der Mono- noch bei der Kombinationstherapie einen Einfluss des 
Inhibitors auf die Parameter Hypoxie, Anzahl der Gefäße und Perfusion im Vergleich zur 
Kontrolle. 
Schlussfolgerung 
Die in einem Panel von Experimentaltumoren gewonnen Daten unterstützen derzeit nicht 
den Einsatz von pAKT als Biomarker, um das Ansprechen auf eine fraktionierte 
Strahlentherapie vorherzusagen. Vielmehr scheinen die gewonnenen Ergebnisse im 
Einklang zu den kontroversen und teilweise inkonsistenten Daten anderer Arbeitsgruppen 
zu stehen. Somit sind trotz klarer radiobiologischer Rationale weitere methodische und 
translationale Untersuchungen zum potenziellen Stellenwert des AKT-Signalweges als 
prognostischer Biomarker für die Strahlentherapie von Kopf-Hals-Tumoren notwendig. 
Durch die Kombination einer fraktionierten Strahlentherapie mit einem selektiven PI3K-
Inhibitior konnte in der vorliegenden experimentellen Arbeit ein deutlicher Effekt auf die 
Tumorwachstumsverzögerung von Kopf-Hals-Tumoren gezeigt werden. Das Ausmaß des 
Ansprechens unterschied sich jedoch zwischen den drei untersuchten Tumorlinien und 
wirft die Frage nach der Ursache dieser Variabilität auf. Vor dem Einsatz eines PI3K-
Inhibitors unter fraktionierter Strahlentherapie sollte in weiteren Experimenten der 
zugrundeliegende Mechanismus der Strahlensensibilisierung geklärt werden. Als zentrale 
Mechanismen sollten dabei vertiefend der Einfluss der selektiven PI3K-Inhibition auf das 
Tumormikromilieu sowie die Beteiligung des PI3K-Inhibitors an der Reparatur 






Background and Objectives 
Despite significant advances in diagnosis and therapy of head and neck squamous cell 
carcinoma (HNSCC) the 5-year disease-specific survival rate remains poor at around 
60%. To a large extent is the high mortality rate due to relapses following radio- and 
radiochemotherapy. In experimental and clinical studies frequent dysregulations of the 
PI3K/AKT signaling pathway, involved in various resistance mechanisms, have been 
shown in this malignancy. Particularly this pathway is involved in DNA damage repair, 
reoxygenation and repopulation, i.e. important mechanisms of response of HNSCC to 
radiotherapy implying the PI3K/AKT pathway as a rational target to overcome 
radioresistance. Based on preclinical and clinical findings the present study addresses the 
following questions: 
1. Characterization of the activation of the PI3K/AKT signaling pathway in correlation 
with radiobiological parameters in HNSCC 
2. Investigation of the effect of the selective PI3K-inhibitor Bay 80-6946 in HNSCC in 
vitro 
3. Investigation of the effect of Bay 80-6946 in a panel of HNSCC experimental 
tumours in vivo with and without irradiation and of the influence of PI3K inhibition 
on radiobiological parameters 
Material and Methods/Results 
1. Characterization of the activation of the PI3K/AKT signaling pathway in correlation 
with radiobiological parameters in HNSCC 
For the present study tumour material of six different head and neck squamous cell 
carcinoma cell lines (FaDu, SAS, XF354, UT-SCC-5, UT-SCC-14, UT-SCC-15) from a 
biobank was used. Xenograft tumours were irradiated with 0, 3, 5 or 10 fractions and 
analyzed. The activation of the PI3K/AKT signaling pathway was investigated by Western 
Blot analysis. The tumour control dose observed after 30 fractions within six weeks, the 
pimonidazole hypoxic fraction and the protein level of HIF-1α from previously published 
data were correlated with pAKT expression.  
Expression of pAKT was observed in all untreated tumours with heterogeneity between 
the different cell lines. In a panel of six tumour lines no general activation of the PI3K/AKT 
signaling pathway following fractionated irradiation was found. The expression of the 
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endogene hypoxia marker HIF-1α correlated with the expression of pAKT in untreated 
tumours. The expression of pAKT did neither correlate with the pimonidazole hypoxic 
fraction nor with the tumour control dose observed after 30 fractions within six weeks. 
2. Investigation of the effect of the selective PI3K-inhibitor Bay 80-6946 in HNSCC in 
vitro 
The experiments were performed using the human squamous cell carcinomas Cal33, 
FaDu, UT-SCC-5 and UT-SCC-14. To investigate the effect of the selective PI3K inhibitor 
Bay 80-6946 on proliferation, phosphorylation of AKT and the time kinetic of inhibition 
proliferation assays and other cell culture experiments were analyzed. The clonogenic cell 
survival assay was performed by irradiating tumour cells with 0, 2, 4, 6 or 8 Gy, incubating 
the cells with the inhibitor for 24 hours and counting the obtained colonies after 14 days.  
A clear inhibition of the proliferation of squamous cell carcinoma cell lines was observed 
even at low concentrations of Bay 80-6946. The cell line Cal33, harboring a known PI3K 
mutation, reacted most sensitive on inhibition of PI3K followed by UT-SCC-14 and FaDu. 
After incubation of the cells with 1 µM Bay 80-6946 no pAKT was detectable in either of 
the three cell lines. The inhibition lasted only for the time of incubation with Bay 80-6946. 
Treatment with the inhibitor did not significantly change the clonogenic cell survival after 
irradiation. 
3. Investigation of the effect of Bay 80-6946 in a panel of HNSCC experimental 
tumours in vivo with and without irradiation and of the influence of PI3K inhibition 
on radiobiological parameters 
The effectiveness of Bay 80-6946 was investigated in a panel of nine different HNSCC 
and two NSCLC cell lines (A549, Cal33, FaDu, GLF, H460, SAS, SAT, UT-SCC-5, 
UT-SCC-8, UT-SCC-14 und XF354). Experimental end point was the tumour growth 
delay. Bay 80-6946 was administrated in a concentration of 14 mg/kg BW five times every 
48 hours by intravenous injection. The treatment was initiated when tumours reached the 
size of 7 mm in diameter. Additionally, the combination of the inhibitor and fractionated 
irradiation was investigated in the cell lines Cal33, FaDu and UT-SCC-5. Tumours of 
these cell lines differ among each other in their sensitivity to PI3K inhibition. Animals were 
irradiated with 5 x 2 Gy per day (total dose 10 Gy). Bay 80-6946 was administrated once a 
week in a concentration of 20 mg/kg BW for 29 days. Treatment started one week prior to 
fractionate irradiation. Because of the prolonged total treatment period the treatment was 
initiated when tumours reached the size of 4 mm. In all experimental groups tumours were 
excised at different time points for immunohistological studies. The radiobiological 
parameters hypoxia, relative vascular area and perfused fraction were determined. 
The effectiveness of Bay 80-6946 on untreated squamous cell carcinomas can be 
classified in three groups: strong response by Cal33, intermediate response (SAS, 
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UT-SCC-8, SAT, FaDu) and missing response (XF354, GLF, UT-SCC-5, UT-SCC-14). 
The NSCLC A549 and H460 responded moderate to treatment with Bay 80-6946. The 
combined therapy of Bay 80-6946 and fractionated irradiation indicates an additive effect 
in Cal33 and a supra additive effect in FaDu. In UT-SCC-5 the combined treatment did not 
result in a significant growth delay. The immunohistological analysis of the three cell lines 
showed neither in the mono therapy nor the combined therapy an effect on hypoxia, 
relative vascular area and perfused fraction relative to control. 
Conclusion 
The data obtained in a panel of experimental tumours does not support the use of pAKT 
as a biomarker to predict response after fractionated irradiation. The results are in line 
with the controversial and in part inconsistent data from other groups. Despite clear 
radiobiological rational further studies on the potential role of the PI3K signaling pathway 
as a prognostic biomarker for the radiotherapy of HNSCC are needed. 
In this experimental study the combination of fractionated irradiation and selective PI3K 
inhibition resulted in a clear effect on tumour growth delay in HNSCC. However, the 
response varied among the three tumour lines and raises the question concerning the 
underlying reasons for the variability. Prior to the initiation of clinical trials investigating the 
combination of PI3K inhibition and fractionated irradiation further studies addressing the 
mechanism of radiosensitization appear necessary. The studies should focus on the effect 
of the selective PI3K inhibition on the tumour microenvironment and the role of the PI3K 





Aksamitiene E, Kiyatkin A, Kholodenko BN. 2012. Cross-talk between mitogenic 
Ras/MAPK and survival PI3K/Akt pathways: a fine balance. Biochem Soc Trans 
40(1):139-46. 
Ang KK, Berkey BA, Tu X, Zhang HZ, Katz R, Hammond EH, Fu KK, Milas L. 2002. 
Impact of epidermal growth factor receptor expression on survival and pattern of relapse 
in patients with advanced head and neck carcinoma. Cancer Res 62(24):7350-6. 
Anzai K, Sekine-Suzuki E, Ueno M, Okamura M, Yoshimi H, Dan S, Yaguchi S, Enami J, 
Yamori T, Okayasu R. 2011. Effectiveness of combined treatment using X-rays and a 
phosphoinositide 3-kinase inhibitor, ZSTK474, on proliferation of HeLa cells in vitro and in 
vivo. Cancer Sci 102(6):1176-80. 
Argiris A, Karamouzis MV, Raben D, Ferris RL. 2008. Head and neck cancer. Lancet 
371(9625):1695-709. 
Ayala G, Thompson T, Yang G, Frolov A, Li R, Scardino P, Ohori M, Wheeler T, Harper 
W. 2004. High levels of phosphorylated form of Akt-1 in prostate cancer and non-
neoplastic prostate tissues are strong predictors of biochemical recurrence. Clin Cancer 
Res 10(19):6572-8. 
Begg AC, Stewart FA, Vens C. 2011. Strategies to improve radiotherapy with targeted 
drugs. Nat Rev Cancer 11(4):239-53. 
Bentzen SM, Atasoy BM, Daley FM, Dische S, Richman PI, Saunders MI, Trott KR, 
Wilson GD. 2005. Epidermal growth factor receptor expression in pretreatment biopsies 
from head and neck squamous cell carcinoma as a predictive factor for a benefit from 
accelerated radiation therapy in a randomized controlled trial. J Clin Oncol 23(24):5560-7. 
Bernier J, Domenge C, Ozsahin M, Matuszewska K, Lefebvre JL, Greiner RH, Giralt J, 
Maingon P, Rolland F, Bolla M, Cognetti F, Bourhis J, Kirkpatrick A, van Glabbeke M. 
2004a. Postoperative irradiation with or without concomitant chemotherapy for locally 
advanced head and neck cancer. N Engl J Med 350(19):1945-52. 
Bernier J, Hall EJ, Giaccia A. 2004b. Radiation oncology: a century of achievements. Nat 
Rev Cancer 4(9):737-47. 
Bertout JA, Patel SA, Simon MC. 2008. The impact of O2 availability on human cancer. 
Nat Rev Cancer 8(12):967-75. 
Bertz J, Dahm S, Haberland J, Kraywinkel K, Kurth B-M, Wolf U. 2010. Verbreitung von 
Krebserkrankungen in Deutschland. Entwicklung der Prävalenzen zwischen 1990 und 
2010. Beiträge zur Gesundheitsberichterstattung des Bundes. Robert Koch-Institut, Berlin. 
Blackhall FH, Pintilie M, Michael M, Leighl N, Feld R, Tsao MS, Shepherd FA. 2003. 
Expression and prognostic significance of kit, protein kinase B, and mitogen-activated 
protein kinase in patients with small cell lung cancer. Clin Cancer Res 9(6):2241-7. 
Blancher C, Moore JW, Robertson N, Harris AL. 2001. Effects of ras and von Hippel-
Lindau (VHL) gene mutations on hypoxia-inducible factor (HIF)-1alpha, HIF-2alpha, and 
vascular endothelial growth factor expression and their regulation by the 
phosphatidylinositol 3'-kinase/Akt signaling pathway. Cancer Res 61(19):7349-55.
Literaturverzeichnis 104 
 
Blatt-Bodewig M. 2012. Palliativmedizin. In: Preiß JC, Dornhoff W, Hagmann F.-G, A S 
[Eds] Onkologie 2012/13 Interdisziplinäre Empfehlungen zur Therapie. W. Zuckschwerdt, 
München, S. 285-288. 
Bonner JA, Harari PM, Giralt J, Azarnia N, Shin DM, Cohen RB, Jones CU, Sur R, Raben 
D, Jassem J, Ove R, Kies MS, Baselga J, Youssoufian H, Amellal N, Rowinsky EK, Ang 
KK. 2006. Radiotherapy plus cetuximab for squamous-cell carcinoma of the head and 
neck. N Engl J Med 354(6):567-78. 
Bozulic L, Surucu B, Hynx D, Hemmings BA. 2008. PKBalpha/Akt1 acts downstream of 
DNA-PK in the DNA double-strand break response and promotes survival. Mol Cell 
30(2):203-13. 
Budach V, Stuschke M, Budach W, Baumann M, Geismar D, Grabenbauer G, Lammert I, 
Jahnke K, Stueben G, Herrmann T, Bamberg M, Wust P, Hinkelbein W, Wernecke KD. 
2005. Hyperfractionated accelerated chemoradiation with concurrent fluorouracil-
mitomycin is more effective than dose-escalated hyperfractionated accelerated radiation 
therapy alone in locally advanced head and neck cancer: final results of the radiotherapy 
cooperative clinical trials group of the German Cancer Society 95-06 Prospective 
Randomized Trial. J Clin Oncol 23(6):1125-35. 
Budach W, Hehr T, Budach V, Belka C, Dietz K. 2006. A meta-analysis of 
hyperfractionated and accelerated radiotherapy and combined chemotherapy and 
radiotherapy regimens in unresected locally advanced squamous cell carcinoma of the 
head and neck. BMC Cancer 6:28. 
Bussink J, van der Kogel AJ, Kaanders JHAM. 2008. Activation of the PI3-K/AKT pathway 
and implications for radioresistance mechanisms in head and neck cancer. The Lancet 
Oncology 9(3):288-296. 
Calais G, Alfonsi M, Bardet E, Sire C, Germain T, Bergerot P, Rhein B, Tortochaux J, 
Oudinot P, Bertrand P. 1999. Randomized trial of radiation therapy versus concomitant 
chemotherapy and radiation therapy for advanced-stage oropharynx carcinoma. J Natl 
Cancer Inst 91(24):2081-6. 
Chen BP, Uematsu N, Kobayashi J, Lerenthal Y, Krempler A, Yajima H, Lobrich M, Shiloh 
Y, Chen DJ. 2007. Ataxia telangiectasia mutated (ATM) is essential for DNA-PKcs 
phosphorylations at the Thr-2609 cluster upon DNA double strand break. J Biol Chem 
282(9):6582-7. 
Cohen P, Frame S. 2001. The renaissance of GSK3. Nat Rev Mol Cell Biol 2(10):769-76. 
Cooper JS, Pajak TF, Forastiere AA, Jacobs J, Campbell BH, Saxman SB, Kish JA, Kim 
HE, Cmelak AJ, Rotman M, Machtay M, Ensley JF, Chao KS, Schultz CJ, Lee N, Fu KK. 
2004. Postoperative concurrent radiotherapy and chemotherapy for high-risk squamous-
cell carcinoma of the head and neck. N Engl J Med 350(19):1937-44. 
Courtney KD, Corcoran RB, Engelman JA. 2010. The PI3K pathway as drug target in 
human cancer. J Clin Oncol 28(6):1075-83. 
D'Souza G, Kreimer AR, Viscidi R, Pawlita M, Fakhry C, Koch WM, Westra WH, Gillison 
ML. 2007. Case-control study of human papillomavirus and oropharyngeal cancer. N Engl 
J Med 356(19):1944-56. 
Denis F, Garaud P, Bardet E, Alfonsi M, Sire C, Germain T, Bergerot P, Rhein B, 
Tortochaux J, Calais G. 2004. Final results of the 94-01 French Head and Neck Oncology 
and Radiotherapy Group randomized trial comparing radiotherapy alone with concomitant 
radiochemotherapy in advanced-stage oropharynx carcinoma. J Clin Oncol 22(1):69-76. 
Literaturverzeichnis 105 
 
Dent P, Yacoub A, Contessa J, Caron R, Amorino G, Valerie K, Hagan MP, Grant S, 
Schmidt-Ullrich R. 2003. Stress and radiation-induced activation of multiple intracellular 
signaling pathways. Radiat Res 159(3):283-300. 
Dewhirst MW, Cao Y, Moeller B. 2008. Cycling hypoxia and free radicals regulate 
angiogenesis and radiotherapy response. Nat Rev Cancer 8(6):425-37. 
Dittmann K, Mayer C, Rodemann HP. 2005. Inhibition of radiation-induced EGFR nuclear 
import by C225 (Cetuximab) suppresses DNA-PK activity. Radiother Oncol 76(2):157-61. 
Eicheler W, Deuse Y, Yaromina A, Krause M, Baumann M. 2011. Predictive value of 
genetic alterations in human squamous carcinoma cell lines. Poster auf dem 12th 
International Wolfsberg Meeting on Molecular Radiation Biology/Oncolocy 2011, 
Wolfsberg. 
Eicheler W, Zips D, Dorfler A, Grenman R, Baumann M. 2002. Splicing mutations in TP53 
in human squamous cell carcinoma lines influence immunohistochemical detection. J 
Histochem Cytochem 50(2):197-204. 
Engelman JA. 2009. Targeting PI3K signalling in cancer: opportunities, challenges and 
limitations. Nat Rev Cancer 9(8):550-62. 
Engelman JA, Chen L, Tan X, Crosby K, Guimaraes AR, Upadhyay R, Maira M, 
McNamara K, Perera SA, Song Y, Chirieac LR, Kaur R, Lightbown A, Simendinger J, Li T, 
Padera RF, Garcia-Echeverria C, Weissleder R, Mahmood U, Cantley LC, Wong KK. 
2008. Effective use of PI3K and MEK inhibitors to treat mutant Kras G12D and PIK3CA 
H1047R murine lung cancers. Nat Med 14(12):1351-6. 
Eriksen JG, Steiniche T, Overgaard J. 2005. The influence of epidermal growth factor 
receptor and tumor differentiation on the response to accelerated radiotherapy of 
squamous cell carcinomas of the head and neck in the randomized DAHANCA 6 and 7 
study. Radiother Oncol 74(2):93-100. 
Fokas E, Im JH, Hill S, Yameen S, Stratford M, Beech J, Hackl W, Maira SM, Bernhard 
EJ, McKenna WG, Muschel RJ. 2012a. Dual inhibition of the PI3K/mTOR pathway 
increases tumor radiosensitivity by normalizing tumor vasculature. Cancer Res 72(1):239-
48. 
Fokas E, Yoshimura M, Prevo R, Higgins G, Hackl W, Maira SM, Bernhard EJ, McKenna 
WG, Muschel RJ. 2012b. NVP-BEZ235 and NVP-BGT226, dual phosphatidylinositol 3-
kinase/mammalian target of rapamycin inhibitors, enhance tumor and endothelial cell 
radiosensitivity. Radiat Oncol 7:48. 
Freudlsperger C, Horn D, Weissfuss S, Weichert W, Weber KJ, Saure D, Sharma S, 
Dyckhoff G, Grabe N, Plinkert P, Hoffmann J, Freier K, Hess J. 2015. Phosphorylation of 
AKT(Ser473) serves as an independent prognostic marker for radiosensitivity in advanced 
head and neck squamous cell carcinoma. Int J Cancer 136(12):2775-85. 
Garlich JR, De P, Dey N, Su JD, Peng X, Miller A, Murali R, Lu Y, Mills GB, Kundra V, 
Shu HK, Peng Q, Durden DL. 2008. A vascular targeted pan phosphoinositide 3-kinase 
inhibitor prodrug, SF1126, with antitumor and antiangiogenic activity. Cancer Res 
68(1):206-15. 
Garralda E, Paz K, Lopez-Casas PP, Jones S, Katz A, Kann LM, Lopez-Rios F, Sarno F, 
Al-Shahrour F, Vasquez D, Bruckheimer E, Angiuoli SV, Calles A, Diaz LA, Velculescu 
VE, Valencia A, Sidransky D, Hidalgo M. 2014. Integrated next-generation sequencing 




Gharbi SI, Zvelebil MJ, Shuttleworth SJ, Hancox T, Saghir N, Timms JF, Waterfield MD. 
2007. Exploring the specificity of the PI3K family inhibitor LY294002. Biochem J 
404(1):15-21. 
Giaccia AJ. 2014. Molecular Radiobiology: The State of the Art. J Clin Oncol 32(26):2871-
2878. 
Gil del Alcazar CR, Hardebeck MC, Mukherjee B, Tomimatsu N, Gao X, Yan J, Xie XJ, 
Bachoo R, Li L, Habib AA, Burma S. 2014. Inhibition of DNA double-strand break repair 
by the dual PI3K/mTOR inhibitor NVP-BEZ235 as a strategy for radiosensitization of 
glioblastoma. Clin Cancer Res 20(5):1235-48. 
Grenman R, Carey TE, McClatchey KD, Wagner JG, Pekkola-Heino K, Schwartz DR, 
Wolf GT, Lacivita LP, Ho L, Baker SR, et al. 1991. In vitro radiation resistance among cell 
lines established from patients with squamous cell carcinoma of the head and neck. 
Cancer 67(11):2741-7. 
Gupta AK, Cerniglia GJ, Mick R, Ahmed MS, Bakanauskas VJ, Muschel RJ, McKenna 
WG. 2003. Radiation sensitization of human cancer cells in vivo by inhibiting the activity of 
PI3K using LY294002. Int J Radiat Oncol Biol Phys 56(3):846-53. 
Gupta AK, McKenna WG, Weber CN, Feldman MD, Goldsmith JD, Mick R, Machtay M, 
Rosenthal DI, Bakanauskas VJ, Cerniglia GJ, Bernhard EJ, Weber RS, Muschel RJ. 
2002. Local recurrence in head and neck cancer: relationship to radiation resistance and 
signal transduction. Clin Cancer Res 8(3):885-92. 
Gupta S, Ramjaun AR, Haiko P, Wang Y, Warne PH, Nicke B, Nye E, Stamp G, Alitalo K, 
Downward J. 2007. Binding of ras to phosphoinositide 3-kinase p110alpha is required for 
ras-driven tumorigenesis in mice. Cell 129(5):957-68. 
Hanahan D, Weinberg RA. 2011. Hallmarks of cancer: the next generation. Cell 
144(5):646-74. 
Hawkins PT, Anderson KE, Davidson K, Stephens LR. 2006. Signalling through Class I 
PI3Ks in mammalian cells. Biochem Soc Trans 34(Pt 5):647-62. 
Helbig L, Yaromina A, Sriramareddy SN, Boke S, Koi L, Thames HD, Baumann M, Zips D. 
2012. Prognostic value of HIF-1alpha expression during fractionated irradiation. 
Strahlenther Onkol 188(11):1031-7. 
Herrmann T, Baumann D, Dörr W. 2006. Klinische Strahlenbiologie. 4. Aufl. Elsevier, 
Urban & Fischer München. 
Herzog A, Bian Y, Vander Broek R, Hall B, Coupar J, Cheng H, Sowers AL, Cook JD, 
Mitchell JB, Chen Z, Kulkarni AB, Van Waes C. 2013. PI3K/mTOR inhibitor PF-04691502 
antitumor activity is enhanced with induction of wild-type TP53 in human xenograft and 
murine knockout models of head and neck cancer. Clin Cancer Res 19(14):3808-19. 
Horsman MR, Wouters BG, Joiner MC, Overgaard J. 2009. The oxygen effect and 
fractionated radiotherapy. In: Joiner MC, Van der Kogel AJ [Eds] Basic Clinical 
Radiobiology. Hodder Arnold, London, S. 207-216. 
Ihle NT, Lemos R, Jr., Wipf P, Yacoub A, Mitchell C, Siwak D, Mills GB, Dent P, 
Kirkpatrick DL, Powis G. 2009. Mutations in the phosphatidylinositol-3-kinase pathway 
predict for antitumor activity of the inhibitor PX-866 whereas oncogenic Ras is a dominant 
predictor for resistance. Cancer Res 69(1):143-50. 
Janssen HL, Haustermans KM, Sprong D, Blommestijn G, Hofland I, Hoebers FJ, 
Blijweert E, Raleigh JA, Semenza GL, Varia MA, Balm AJ, van Velthuysen ML, Delaere P, 
Literaturverzeichnis 107 
 
Sciot R, Begg AC. 2002. HIF-1A, pimonidazole, and iododeoxyuridine to estimate hypoxia 
and perfusion in human head-and-neck tumors. Int J Radiat Oncol Biol Phys 54(5):1537-
49. 
John U, Hanke M. 2002. Tobacco smoking- and alcohol drinking-attributable cancer 
mortality in Germany. Eur J Cancer Prev 11(1):11-7. 
Jung IL, Kang HJ, Kim KC, Kim IG. 2010. PTEN/pAkt/p53 signaling pathway correlates 
with the radioresponse of non-small cell lung cancer. Int J Mol Med 25(4):517-23. 
Kasten-Pisula U, Menegakis A, Brammer I, Borgmann K, Mansour WY, Degenhardt S, 
Krause M, Schreiber A, Dahm-Daphi J, Petersen C, Dikomey E, Baumann M. 2009. The 
extreme radiosensitivity of the squamous cell carcinoma SKX is due to a defect in double-
strand break repair. Radiother Oncol 90(2):257-64. 
Keith B, Johnson RS, Simon MC. 2012. HIF1alpha and HIF2alpha: sibling rivalry in 
hypoxic tumour growth and progression. Nat Rev Cancer 12(1):9-22. 
Keysar SB, Astling DP, Anderson RT, Vogler BW, Bowles DW, Morton JJ, Paylor JJ, 
Glogowska MJ, Le PN, Eagles-Soukup JR, Kako SL, Takimoto SM, Sehrt DB, Umpierrez 
A, Pittman MA, Macfadden SM, Helber RM, Peterson S, Hausman DF, Said S, Leem TH, 
Goddard JA, Arcaroli JJ, Messersmith WA, Robinson WA, Hirsch FR, Varella-Garcia M, 
Raben D, Wang XJ, Song JI, Tan AC, Jimeno A. 2013. A patient tumor transplant model 
of squamous cell cancer identifies PI3K inhibitors as candidate therapeutics in defined 
molecular bins. Mol Oncol 7(4):776-90. 
Khanna KK, Jackson SP. 2001. DNA double-strand breaks: signaling, repair and the 
cancer connection. Nat Genet 27(3):247-54. 
Kim IA, Bae SS, Fernandes A, Wu J, Muschel RJ, McKenna WG, Birnbaum MJ, Bernhard 
EJ. 2005. Selective inhibition of Ras, phosphoinositide 3 kinase, and Akt isoforms 
increases the radiosensitivity of human carcinoma cell lines. Cancer Res 65(17):7902-10. 
Kim TJ, Lee JW, Song SY, Choi JJ, Choi CH, Kim BG, Lee JH, Bae DS. 2006. Increased 
expression of pAKT is associated with radiation resistance in cervical cancer. Br J Cancer 
94(11):1678-82. 
Konstantinidou G, Bey EA, Rabellino A, Schuster K, Maira MS, Gazdar AF, Amici A, 
Boothman DA, Scaglioni PP. 2009. Dual phosphoinositide 3-kinase/mammalian target of 
rapamycin blockade is an effective radiosensitizing strategy for the treatment of non-small 
cell lung cancer harboring K-RAS mutations. Cancer Res 69(19):7644-52. 
Krause M, Ostermann G, Petersen C, Yaromina A, Hessel F, Harstrick A, van der Kogel 
AJ, Thames HD, Baumann M. 2005. Decreased repopulation as well as increased 
reoxygenation contribute to the improvement in local control after targeting of the EGFR 
by C225 during fractionated irradiation. Radiother Oncol 76(2):162-7. 
Laughner E, Taghavi P, Chiles K, Mahon PC, Semenza GL. 2001. HER2 (neu) signaling 
increases the rate of hypoxia-inducible factor 1alpha (HIF-1alpha) synthesis: novel 
mechanism for HIF-1-mediated vascular endothelial growth factor expression. Mol Cell 
Biol 21(12):3995-4004. 
Leiker AJ, DeGraff W, Choudhuri R, Sowers AL, Thetford A, Cook JA, Van Waes C, 
Mitchell JB. 2015. Radiation Enhancement of Head and Neck Squamous Cell Carcinoma 
by the Dual PI3K/mTOR Inhibitor PF-05212384. Clin Cancer Res 21(12):2792-801. 
Lim J, Kim JH, Paeng JY, Kim MJ, Hong SD, Lee JI, Hong SP. 2005. Prognostic value of 
activated Akt expression in oral squamous cell carcinoma. J Clin Pathol 58(11):1199-205. 
Literaturverzeichnis 108 
 
Liu N, Rowley BR, Bull CO, Schneider C, Haegebarth A, Schatz CA, Fracasso PR, Wilkie 
DP, Hentemann M, Wilhelm SM, Scott WJ, Mumberg D, Ziegelbauer K. 2013. BAY 80-
6946 Is a Highly Selective Intravenous PI3K Inhibitor with Potent p110alpha and 
p110delta Activities in Tumor Cell Lines and Xenograft Models. Mol Cancer Ther 
12(11):2319-30. 
Lui VW, Hedberg ML, Li H, Vangara BS, Pendleton K, Zeng Y, Lu Y, Zhang Q, Du Y, 
Gilbert BR, Freilino M, Sauerwein S, Peyser ND, Xiao D, Diergaarde B, Wang L, Chiosea 
S, Seethala R, Johnson JT, Kim S, Duvvuri U, Ferris RL, Romkes M, Nukui T, Kwok-
Shing Ng P, Garraway LA, Hammerman PS, Mills GB, Grandis JR. 2013. Frequent 
mutation of the PI3K pathway in head and neck cancer defines predictive biomarkers. 
Cancer Discov 3(7):761-9. 
Lutz S, Berk L, Chang E, Chow E, Hahn C, Hoskin P, Howell D, Konski A, Kachnic L, Lo 
S, Sahgal A, Silverman L, von Gunten C, Mendel E, Vassil A, Bruner DW, Hartsell W. 
2011. Palliative radiotherapy for bone metastases: an ASTRO evidence-based guideline. 
Int J Radiat Oncol Biol Phys 79(4):965-76. 
Ma BB, Lui VW, Hui CW, Lau CP, Wong CH, Hui EP, Ng MH, Cheng SH, Tsao SW, 
Tsang CM, Cheung CS, Ho K, Chan AT. 2014. Preclinical evaluation of the mTOR-PI3K 
inhibitor BEZ235 in nasopharyngeal cancer models. Cancer Lett 343(1):24-32. 
Maira SM, Stauffer F, Brueggen J, Furet P, Schnell C, Fritsch C, Brachmann S, Chene P, 
De Pover A, Schoemaker K, Fabbro D, Gabriel D, Simonen M, Murphy L, Finan P, Sellers 
W, Garcia-Echeverria C. 2008. Identification and characterization of NVP-BEZ235, a new 
orally available dual phosphatidylinositol 3-kinase/mammalian target of rapamycin inhibitor 
with potent in vivo antitumor activity. Mol Cancer Ther 7(7):1851-63. 
Marone R, Cmiljanovic V, Giese B, Wymann MP. 2008. Targeting phosphoinositide 3-
kinase: moving towards therapy. Biochim Biophys Acta 1784(1):159-85. 
Marone R, Erhart D, Mertz AC, Bohnacker T, Schnell C, Cmiljanovic V, Stauffer F, Garcia-
Echeverria C, Giese B, Maira SM, Wymann MP. 2009. Targeting melanoma with dual 
phosphoinositide 3-kinase/mammalian target of rapamycin inhibitors. Mol Cancer Res 
7(4):601-13. 
Massarelli E, Liu DD, Lee JJ, El-Naggar AK, Lo Muzio L, Staibano S, De Placido S, Myers 
JN, Papadimitrakopoulou VA. 2005. Akt activation correlates with adverse outcome in 
tongue cancer. Cancer 104(11):2430-6. 
Mirzoeva OK, Das D, Heiser LM, Bhattacharya S, Siwak D, Gendelman R, Bayani N, 
Wang NJ, Neve RM, Guan Y, Hu Z, Knight Z, Feiler HS, Gascard P, Parvin B, Spellman 
PT, Shokat KM, Wyrobek AJ, Bissell MJ, McCormick F, Kuo WL, Mills GB, Gray JW, Korn 
WM. 2009. Basal subtype and MAPK/ERK kinase (MEK)-phosphoinositide 3-kinase 
feedback signaling determine susceptibility of breast cancer cells to MEK inhibition. 
Cancer Res 69(2):565-72. 
Mukherjee B, Tomimatsu N, Amancherla K, Camacho CV, Pichamoorthy N, Burma S. 
2012. The dual PI3K/mTOR inhibitor NVP-BEZ235 is a potent inhibitor of ATM- and DNA-
PKCs-mediated DNA damage responses. Neoplasia 14(1):34-43. 
Myllynen L, Rieckmann T, Dahm-Daphi J, Kasten-Pisula U, Petersen C, Dikomey E, 
Kriegs M. 2011. In tumor cells regulation of DNA double strand break repair through EGF 
receptor involves both NHEJ and HR and is independent of p53 and K-Ras status. 
Radiother Oncol 101(1):147-51. 
Nam SY, Lee HS, Jung GA, Choi J, Cho SJ, Kim MK, Kim WH, Lee BL. 2003. Akt/PKB 




Nichols AC, Palma DA, Chow W, Tan S, Rajakumar C, Rizzo G, Fung K, Kwan K, Wehrli 
B, Winquist E, Koropatnick J, Mymryk JS, Yoo J, Barrett JW. 2013. High frequency of 
activating PIK3CA mutations in human papillomavirus-positive oropharyngeal cancer. 
JAMA Otolaryngol Head Neck Surg 139(6):617-22. 
Nijkamp MM, Hoogsteen IJ, Span PN, Takes RP, Lok J, Rijken PF, van der Kogel AJ, 
Bussink J, Kaanders JH. 2011. Spatial relationship of phosphorylated epidermal growth 
factor receptor and activated AKT in head and neck squamous cell carcinoma. Radiother 
Oncol 101(1):165-70. 
Nordsmark M, Bentzen SM, Rudat V, Brizel D, Lartigau E, Stadler P, Becker A, Adam M, 
Molls M, Dunst J, Terris DJ, Overgaard J. 2005. Prognostic value of tumor oxygenation in 
397 head and neck tumors after primary radiation therapy. An international multi-center 
study. Radiother Oncol 77(1):18-24. 
O'Driscoll M, Jeggo PA. 2006. The role of double-strand break repair - insights from 
human genetics. Nat Rev Genet 7(1):45-54. 
Ongkeko WM, Altuna X, Weisman RA, Wang-Rodriguez J. 2005. Expression of protein 
tyrosine kinases in head and neck squamous cell carcinomas. Am J Clin Pathol 
124(1):71-6. 
Overgaard J. 2007. Hypoxic radiosensitization: adored and ignored. J Clin Oncol 
25(26):4066-74. 
Overgaard J, Hansen HS, Overgaard M, Bastholt L, Berthelsen A, Specht L, Lindelov B, 
Jorgensen K. 1998. A randomized double-blind phase III study of nimorazole as a hypoxic 
radiosensitizer of primary radiotherapy in supraglottic larynx and pharynx carcinoma. 
Results of the Danish Head and Neck Cancer Study (DAHANCA) Protocol 5-85. 
Radiother Oncol 46(2):135-46. 
Pedrero JM, Carracedo DG, Pinto CM, Zapatero AH, Rodrigo JP, Nieto CS, Gonzalez 
MV. 2005. Frequent genetic and biochemical alterations of the PI 3-K/AKT/PTEN pathway 
in head and neck squamous cell carcinoma. Int J Cancer 114(2):242-8. 
Peng XH, Karna P, Cao Z, Jiang BH, Zhou M, Yang L. 2006. Cross-talk between 
epidermal growth factor receptor and hypoxia-inducible factor-1alpha signal pathways 
increases resistance to apoptosis by up-regulating survivin gene expression. J Biol Chem 
281(36):25903-14. 
Qayum N, Im J, Stratford MR, Bernhard EJ, McKenna WG, Muschel RJ. 2012. Modulation 
of the tumor microvasculature by phosphoinositide-3 kinase inhibition increases 
doxorubicin delivery in vivo. Clin Cancer Res 18(1):161-9. 
Qayum N, Muschel RJ, Im JH, Balathasan L, Koch CJ, Patel S, McKenna WG, Bernhard 
EJ. 2009. Tumor vascular changes mediated by inhibition of oncogenic signaling. Cancer 
Res 69(15):6347-54. 
Rademakers SE, Lok J, van der Kogel AJ, Bussink J, Kaanders JH. 2011. Metabolic 
markers in relation to hypoxia; staining patterns and colocalization of pimonidazole, HIF-
1alpha, CAIX, LDH-5, GLUT-1, MCT1 and MCT4. BMC Cancer 11:167. 
Robert-Koch-Institut. 2012. Krebs in Deutschland. [aktualisiert am: 21.02.2012,  Aufruf 
am: 16.09.2013] http://www.rki.de. 
Rodemann HP, Dittmann K, Toulany M. 2007. Radiation-induced EGFR-signaling and 
control of DNA-damage repair. Int J Radiat Biol 83(11-12):781-91. 
Literaturverzeichnis 110 
 
Rodon J, Dienstmann R, Serra V, Tabernero J. 2013. Development of PI3K inhibitors: 
lessons learned from early clinical trials. Nat Rev Clin Oncol 10(3):143-53. 
Rodrigues G, Videtic GM, Sur R, Bezjak A, Bradley J, Hahn CA, Langer C, Miller KL, 
Moeller BJ, Rosenzweig K, Movsas B. 2011. Palliative thoracic radiotherapy in lung 
cancer: An American Society for Radiation Oncology evidence-based clinical practice 
guideline. Pract Radiat Oncol 1(2):60-71. 
Rychahou PG, Kang J, Gulhati P, Doan HQ, Chen LA, Xiao SY, Chung DH, Evers BM. 
2008. Akt2 overexpression plays a critical role in the establishment of colorectal cancer 
metastasis. Proc Natl Acad Sci U S A 105(51):20315-20. 
Sack H. 2009. Geschichte der Strahlentherapie in Deutschland. In: Bamberg M, Molls M, 
Sack H [Eds] Radioonkologie. W. Zuckschwerdt, München, S. 1-8. 
Saito K, Matsumoto S, Yasui H, Devasahayam N, Subramanian S, Munasinghe JP, Patel 
V, Gutkind JS, Mitchell JB, Krishna MC. 2012. Longitudinal imaging studies of tumor 
microenvironment in mice treated with the mTOR inhibitor rapamycin. PLoS One 
7(11):e49456. 
Sanger. 2014. Catalogue of somatic mutations in cancer. [aktualisiert am: 14.04.2014,  
Aufruf am: 24.04.2014] http://www.sanger.ac.uk/. 
Santiago A, Eicheler W, Bussink J, Rijken P, Yaromina A, Beuthien-Baumann B, van der 
Kogel AJ, Baumann M, Krause M. 2010. Effect of cetuximab and fractionated irradiation 
on tumour micro-environment. Radiother Oncol 97(2):322-9. 
Schmidt-Ullrich RK, Mikkelsen RB, Dent P, Todd DG, Valerie K, Kavanagh BD, Contessa 
JN, Rorrer WK, Chen PB. 1997. Radiation-induced proliferation of the human A431 
squamous carcinoma cells is dependent on EGFR tyrosine phosphorylation. Oncogene 
15(10):1191-7. 
Semenza GL. 2003. Targeting HIF-1 for cancer therapy. Nat Rev Cancer 3(10):721-32. 
Shah A, Swain WA, Richardson D, Edwards J, Stewart DJ, Richardson CM, Swinson DE, 
Patel D, Jones JL, O'Byrne KJ. 2005. Phospho-akt expression is associated with a 
favorable outcome in non-small cell lung cancer. Clin Cancer Res 11(8):2930-6. 
Shaw RJ, Cantley LC. 2006. Ras, PI(3)K and mTOR signalling controls tumour cell 
growth. Nature 441(7092):424-30. 
Shen WH, Balajee AS, Wang J, Wu H, Eng C, Pandolfi PP, Yin Y. 2007. Essential role for 
nuclear PTEN in maintaining chromosomal integrity. Cell 128(1):157-70. 
Shimura T, Kakuda S, Ochiai Y, Nakagawa H, Kuwahara Y, Takai Y, Kobayashi J, 
Komatsu K, Fukumoto M. 2010. Acquired radioresistance of human tumor cells by DNA-
PK/AKT/GSK3beta-mediated cyclin D1 overexpression. Oncogene 29(34):4826-37. 
Snietura M, Jaworska M, Mlynarczyk-Liszka J, Goraj-Zajac A, Piglowski W, Lange D, 
Wozniak G, Nowara E, Suwinski R. 2012. PTEN as a prognostic and predictive marker in 
postoperative radiotherapy for squamous cell cancer of the head and neck. PLoS One 
7(3):e33396. 
Sobhanifar S, Aquino-Parsons C, Stanbridge EJ, Olive P. 2005. Reduced expression of 
hypoxia-inducible factor-1alpha in perinecrotic regions of solid tumors. Cancer Res 
65(16):7259-66. 
Stransky N, Egloff AM, Tward AD, Kostic AD, Cibulskis K, Sivachenko A, Kryukov GV, 
Lawrence MS, Sougnez C, McKenna A, Shefler E, Ramos AH, Stojanov P, Carter SL, 
Literaturverzeichnis 111 
 
Voet D, Cortes ML, Auclair D, Berger MF, Saksena G, Guiducci C, Onofrio RC, Parkin M, 
Romkes M, Weissfeld JL, Seethala RR, Wang L, Rangel-Escareno C, Fernandez-Lopez 
JC, Hidalgo-Miranda A, Melendez-Zajgla J, Winckler W, Ardlie K, Gabriel SB, Meyerson 
M, Lander ES, Getz G, Golub TR, Garraway LA, Grandis JR. 2011. The mutational 
landscape of head and neck squamous cell carcinoma. Science 333(6046):1157-60. 
Teicher BA. 2006. Tumor models for efficacy determination. Mol Cancer Ther 5(10):2435-
43. 
Thariat J, Hannoun-Levi JM, Sun Myint A, Vuong T, Gerard JP. 2013. Past, present, and 
future of radiotherapy for the benefit of patients. Nat Rev Clin Oncol 10(1):52-60. 
The Broad Institute. 2014. Cancer Cell Line Encyclopedia. [aktualisiert am: 26.08.2014,  
Aufruf am: 16.09.2014] www.broadinstitute.org/ccle. 
Thorpe LM, Yuzugullu H, Zhao JJ. 2015. PI3K in cancer: divergent roles of isoforms, 
modes of activation and therapeutic targeting. Nat Rev Cancer 15(1):7-24. 
Toulany M, Kehlbach R, Florczak U, Sak A, Wang S, Chen J, Lobrich M, Rodemann HP. 
2008. Targeting of AKT1 enhances radiation toxicity of human tumor cells by inhibiting 
DNA-PKcs-dependent DNA double-strand break repair. Mol Cancer Ther 7(7):1772-81. 
Toulany M, Lee KJ, Fattah KR, Lin YF, Fehrenbacher B, Schaller M, Chen BP, Chen DJ, 
Rodemann HP. 2012. Akt promotes post-irradiation survival of human tumor cells through 
initiation, progression, and termination of DNA-PKcs-dependent DNA double-strand break 
repair. Mol Cancer Res 10(7):945-57. 
Trotman LC, Niki M, Dotan ZA, Koutcher JA, Di Cristofano A, Xiao A, Khoo AS, Roy-
Burman P, Greenberg NM, Van Dyke T, Cordon-Cardo C, Pandolfi PP. 2003. Pten dose 
dictates cancer progression in the prostate. PLoS Biol 1(3):E59. 
Vadas O, Burke JE, Zhang X, Berndt A, Williams RL. 2011. Structural basis for activation 
and inhibition of class I phosphoinositide 3-kinases. Sci Signal 4(195):re2. 
Vanhaesebroeck B, Guillermet-Guibert J, Graupera M, Bilanges B. 2010. The emerging 
mechanisms of isoform-specific PI3K signalling. Nat Rev Mol Cell Biol 11(5):329-41. 
Vivanco I, Sawyers CL. 2002. The phosphatidylinositol 3-Kinase AKT pathway in human 
cancer. Nat Rev Cancer 2(7):489-501. 
Vordermark D, Katzer A, Baier K, Kraft P, Flentje M. 2004. Cell type-specific association 
of hypoxia-inducible factor-1 alpha (HIF-1 alpha) protein accumulation and radiobiologic 
tumor hypoxia. Int J Radiat Oncol Biol Phys 58(4):1242-50. 
Wagener C, Müller O. 2010. Molekulare Onkologie. 3. Aufl. Thieme, Stuttgart. 
Wilson WR, Hay MP. 2011. Targeting hypoxia in cancer therapy. Nat Rev Cancer 
11(6):393-410. 
Wittekind C, Klimpfinger M, Sobin LH. 2005. TNM-Atlas. 4. Aufl. Springer, Berlin. 
Won HS, Jung CK, Chun SH, Kang JH, Kim YS, Sun DI, Kim MS. 2012. Difference in 
expression of EGFR, pAkt, and PTEN between oropharyngeal and oral cavity squamous 
cell carcinoma. Oral Oncol 48(10):985-90. 
Wouters BG, Begg AC. 2009. Irradiation-induced damage and the DNA damage 
response. In: Joiner MC, Van der Kogel AJ [Eds] Basic Clinical Radiobiology. Hodder 
Arnold, London, S. 11-26. 
Literaturverzeichnis 112 
 
Wouters BG, Koritzinsky M. 2009. The tumour microenvironment and cellular hypoxia 
responses. In: Joiner MC, van der Kogel AJ [Eds] Basic Clinical Radiobiology. Hodder 
Arnold, London, S. 217-232. 
Yaromina A, Kroeber T, Meinzer A, Boeke S, Thames H, Baumann M, Zips D. 2011. 
Exploratory study of the prognostic value of microenvironmental parameters during 
fractionated irradiation in human squamous cell carcinoma xenografts. Int J Radiat Oncol 
Biol Phys 80(4):1205-13. 
Yaromina A, Thames H, Zhou X, Hering S, Eicheler W, Dorfler A, Leichtner T, Zips D, 
Baumann M. 2010. Radiobiological hypoxia, histological parameters of tumour 
microenvironment and local tumour control after fractionated irradiation. Radiother Oncol 
96(1):116-22. 
Yu Z, Weinberger PM, Sasaki C, Egleston BL, Speier WFt, Haffty B, Kowalski D, Camp R, 
Rimm D, Vairaktaris E, Burtness B, Psyrri A. 2007. Phosphorylation of Akt (Ser473) 
predicts poor clinical outcome in oropharyngeal squamous cell cancer. Cancer Epidemiol 
Biomarkers Prev 16(3):553-8. 
Zhong H, Chiles K, Feldser D, Laughner E, Hanrahan C, Georgescu MM, Simons JW, 
Semenza GL. 2000. Modulation of hypoxia-inducible factor 1alpha expression by the 
epidermal growth factor/phosphatidylinositol 3-kinase/PTEN/AKT/FRAP pathway in 
human prostate cancer cells: implications for tumor angiogenesis and therapeutics. 
Cancer Res 60(6):1541-5. 
Zips D. 2009. Tumour growth and response to radiation. In: Joiner MC, Van der Kogel AJ 








Abbildung 1.1:  Der Phosphatidylinositol-3-kinase/AKT-Signalweg. .................................. 4 
Abbildung 2.1:  Experimentaldesign zum Wachstumsverzögerungsassay mit 
Bay 80-6946 ........................................................................................... 33 
Abbildung 2.2:  Experimentaldesign zum Tumorwachstumsverzögerungsassay     
mit Bay 80-6946 und fraktionierter Bestrahlung ...................................... 34 
Abbildung 3.1:  Proteinexpression in unbehandelten HNSCC-Xenograft-
tumormodellen ....................................................................................... 45 
Abbildung 3.2:  Relative Proteinexpression von pMAPK und pGSK im Verhältnis  
zur Expression von pAKT Ser in unbehandelten HNSCC 
Xenografttumoren ................................................................................... 46 
Abbildung 3.3:  Pimonidazol hypoxische Fraktion (pHF) (A), HIF-1α (B, C) und  
pAKT-Expression in unbehandelten HNSCC-Xenografttumoren ............ 48 
Abbildung 3.4:  Proteinexpression von pAKT Ser473, pAKT Thr308 und pGSK in  
mit 0, 3, 5 oder 10 Fraktionen a 1,84-2 Gy bestrahlten HNSCC 
Xenografttumoren ................................................................................... 49 
Abbildung 3.5:  Proteinexpression von pAKT Ser473 in unbehandelten Tumoren 
und nach 5 Fraktionen ............................................................................ 50 
Abbildung 3.6:  Effekt von Bay 80-6946 auf die Proliferation von Cal33- , FaDu-   
und UT-SCC-14-Tumorzellen in vitro. ..................................................... 52 
Abbildung 3.7:  Effekt von Bay 80-6946 auf die Phosphorylierung von AKT und  
GSK in Cal33, FaDu und UT-SCC-5 in vitro. .......................................... 53 
Abbildung 3.8:  Western Blot-Analyse zur Dauer des inhibitorischen Effektes       
von Bay 80-6946.. .................................................................................. 54 
Abbildung 3.9:  Klonogenes Überleben der drei HNSCC Cal33, FaDu und 
UT-SCC-5 nach Bestrahlung und Behandlung mit Bay 80-6946. ............ 56 
Abbildung 3.10: Effekt von Bay 80-6946 auf das Wachstum von Cal33 HNSCC .............. 57 
Abbildung 3.11: Effekt von Bay 80-6946 auf das Wachstum von FaDu HNSCC .............. 58 
Abbildung 3.12: Effekt von Bay 80-6946 auf das Wachstum von GLF HNSCC. ............... 59 
Abbildung 3.13: Effekt von Bay 80-6946 auf das Wachstum von SAS HNSCC ................ 60 
Abbildung 3.14: Effekt von Bay 80-6946 auf das Wachstum von SAT HNSCC ................ 61 
Abbildung 3.15: Effekt von Bay 80-6946 auf das Wachstum von UT-SCC-5 HNSCC ...... 62 
Abbildung 3.16: Effekt von Bay 80-6946 auf das Wachstum von UT-SCC-8  HNSCC ..... 63 
Abbildung 3.17: Effekt von Bay 80-6946 auf das Wachstum von UT-SCC-14 
HNSCC .................................................................................................. 64 
Abbildung 3.18: Effekt von Bay 80-6946 auf das Wachstum von XF354 HNSCC ............ 65 
Abbildung 3.19: Effekt von Bay 80-6946 auf das Wachstum von A549 NSCLC ............... 66 
Bilderverzeichnis 114 
 
Abbildung 3.20: Effekt von Bay 80-6946 auf das Wachstum von H460 NSCLC ............... 67 
Abbildung 3.21: Effekt von Bay 80-6946 auf die Wachstumsverzögerung in 9 
HNSCC und 2 NSCLC in Nacktmäusen ................................................. 68 
Abbildung 3.22: Effekt von Bay 80-6946 in Kombination mit fraktionierter 
Bestrahlung auf das Wachstum von Cal33 HNSCC ............................... 70 
Abbildung 3.23: Effekt von Bay 80-6946 in Kombination mit fraktionierter 
Bestrahlung auf das Wachstum von FaDu HNSCC ................................ 71 
Abbildung 3.24: Effekt von Bay 80-6946 in Kombination mit fraktionierter 
Bestrahlung auf das Wachstum von UT-SCC-5 HNSCC ........................ 73 
Abbildung 3.25: Effekt von Bay 80-6946 in Kombination mit fraktionierter 
Bestrahlung auf die spezifische Wachstumsverzögerung (SGD)      
in Cal33, FaDu und UT-SCC-5. .............................................................. 74 
Abbildung 3.26: Immunhistochemische Färbung eines unbehandelten Cal33-
Xenografttumors. .................................................................................... 76 
Abbildung 3.27: Parameter des Tumormikromilieus in Tumoren, die mit drei     
Dosen Bay 80-6946 bzw. Mannitol 5 % behandelt wurden ..................... 77 
Abbildung 3.28: Parameter des Tumormikromilieus in Tumoren, die mit                
Bay 80-6946 bzw. Mannitol 5 % behandelt und mit 2 Gy       




Tabelle 1.1:  PI3K/AKT-vermittelte radiobiologische Resistenzmechanismen ............. 10 
Tabelle 2.1:  Verwendete Tumorzelllinien in vitro und in vivo. Ursprung,    
Herkunft und Eigenschaften. .................................................................. 24 
Tabelle 2.2:  Im Proliferationsassay eingesetzte Konzentrationen von 
Bay 80-6946. .......................................................................................... 27 
Tabelle 2.3:  Im Funktionalitätsassay eingesetzte Konzentrationen von 
Bay 80-6946. .......................................................................................... 28 
Tabelle 2.4:  Im Koloniebildungsassay eingesetzte Konzentrationen von 
Bay 80-6946 und Anzahl der verwendeten Zellen pro Tumorlinie. .......... 29 
Tabelle 2.5:  Herstellung von Tumorhomogenaten. Verhältnis 
Homogenisierungspuffermix zu Tumorgewicht. ...................................... 35 
Tabelle 2.6:  SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese. Zusammensetzung der Gele. ..... 38 
Tabelle 2.7:  Radiobiologische Parameter aus vorangegangenen Experimenten. ....... 42 
Tabelle 3.1:  Relative Protein-Expression von pAKT Ser 473 und                   
pAKT Thr303. Ergebnisse der Regressionsanalyse. .............................. 45 
Tabelle 3.2:  Relative Protein-Expression von pAKT und pGSK. Ergebnisse der 
Regressionsanalyse. .............................................................................. 47 
Tabelle 3.3:   Effekt von Bay 80-6946 auf die Proliferation von Cal33-, FaDu-    
und UT-SCC-14-Tumorzellen in vitro ...................................................... 52 
Tabelle 3.4: Platierungseffizienz (PE) des Koloniebildungsassays. ............................ 56 
Tabelle 3.5:  Cal33: Tumorwachstumszeit (TGT) in Tagen bis zum Erreichen   
des 2–5-fachen Ausgangsvolumens. ...................................................... 57 
Tabelle 3.6:  FaDu: Tumorwachstumszeit (TGT) in Tagen bis zum Erreichen   
des 2–5-fachen Ausgangsvolumens. ...................................................... 58 
Tabelle 3.7:  GLF: Tumorwachstumszeit (TGT) in Tagen bis zum Erreichen     
des 2–5-fachen Ausgangsvolumens.. ..................................................... 59 
Tabelle 3.8:  SAS: Tumorwachstumszeit (TGT) in Tagen bis zum Erreichen     
des 2–5-fachen Ausgangsvolumens. ...................................................... 60 
Tabelle 3.9:  SAT: Tumorwachstumszeit (TGT) in Tagen bis zum Erreichen     
des 2–5-fachen Ausgangsvolumens. ...................................................... 61 
Tabelle 3.10:  UT-SCC-5: Tumorwachstumszeit (TGT) in Tagen bis zum  
Erreichen des 2–5-fachen Ausgangsvolumens ....................................... 62 
Tabelle 3.11:  UT-SCC-8: Tumorwachstumszeit (TGT) in Tagen bis zum  
Erreichen des 2–5-fachen Ausgangsvolumens. ...................................... 63 
 
 
Tabelle 3.12:  UT-SCC-14: Tumorwachstumszeit (TGT) in Tagen bis zum 
Erreichen des 2–5-fachen Ausgangsvolumens. ...................................... 64 
Tabelle 3.13:  XF354: Tumorwachstumszeit (TGT) in Tagen bis zum Erreichen  
des 2–5-fachen Ausgangsvolumens. ...................................................... 65 
Tabelle 3.14:  A549: Tumorwachstumszeit (TGT) in Tagen bis zum Erreichen      
des 2–5-fachen Ausgangsvolumens. ...................................................... 66 
Tabelle 3.15:  H460: Tumorwachstumszeit (TGT) in Tagen bis zum Erreichen    
des 2–5-fachen Ausgangsvolumens. ...................................................... 67 
Tabelle 3.16:  Cal33: Tumorwachstumszeit (TGT) bis zum Erreichen des             
2–10-fachen Ausgangsvolumens. .......................................................... 70 
Tabelle 3.17: FaDu: Tumorwachstumszeit (TGT) bis zum Erreichen des             
2–10-fachen Ausgangsvolumens. .......................................................... 71 
Tabelle 3.18:  UT-SCC-5: Tumorwachstumszeit (TGT) bis zum Erreichen des     
2–10-fachen Ausgangsvolumens. .......................................................... 73 
